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La coagulazione è un processo fisiologico importante da indagare in una serie di circostanze 
cliniche diverse ad es. dall’analisi preoperatoria ad un avvelenamento da dicumarolo per cui 
un quadro esatto di questo stato può essere evidenziato solo con degli intervalli di 
riferimento (IR) accurati. Gli IR devono essere stabiliti da ogni laboratorio, tenendo conto 
delle numerose variabili che possono influenzarli. Le linee guida, dettate dall’American 
Society of Veterinary Clinical Pathology per definire gli IR, definiscono la selezione dei 
campioni e indicano le procedure ottimali per questo studio. 
Lo studio degli IR è stato condotto su una popolazione costituita 1883 cani che hanno 
effettuato delle analisi sul profilo coagulativo per vari scopi presso il laboratorio di Patologia 
Clinica Veterinaria, del Dipartimento di Scienze Veterinarie dell’Università di Pisa. È stato 
adottato il metodo ex-novo “a posteriori”, ricavando i dati dal database 
del coagulometro automatico Destiny Plus™. Questo strumento può effettuare le misurazioni 
attraverso due metodi: meccanico e ottico. I parametri indagati sono stati il PT, l’aPTT, il 
fibrinogeno e l’AT impiegando diversi kit di dosaggio. I dati ottenuti sono stati analizzati con 
software specifico per il laboratorio biomedico (MedCalc®) 
Il PT è stato studiato dividendo i dati raccolti in tre periodi in quanto aveva mostrato una forte 
variazione negli IR. Molta attenzione è stata posta su quale fosse il motivo di questa 
variazione ed è emersa la necessità di monitorare e modificare i suoi IR nel tempo. 
Dalle analisi delle performance dello strumento il metodo meccanico è risultato il più efficiente 
rispetto a quello ottico sebbene vi sia una buona correlazione nei risultati tra i due metodi e 
altre informazioni utili sono state raccolte impiegando anche una serie di kit diagnostici per 
stabilire quello/i più validi in campo veterinario. Gli IR del cane risultati da questo studio sono 
stati: PT 5,0 – 7,6 secondi; aPTT 10,5 – 16,5 secondi; fibrinogeno 128 – 334 mg/dL e l’AT 86 
– 149 %. 
ABSTRACT 
 
Dog coagulation profile: study of reference intervals and practical applications 
Keywords: Dog, Coagulation profile, Prothrombin time, Activated partial thromboplastin time, 
Fibrinogen, Anti-thrombin, Reference intervals. 
 
Coagulation is an important physiological process. The investigation of this process could be 
very useful in several clinical conditions, such as the pre-surgical assessment or in dicoumarol 
poisoning. A clear clinical status can be outlined only using accurate reference intervals (RIs). 
The RIs should be determined by each laboratory taking into account the large amount of 
variables that can affect them. The guidelines provided by the American Society of Veterinary 
Clinical Pathology for the definition of the RIs determine how to select the clinical samples and 
show the best practices for this study. 
In this work we used the coagulation profile of a population of 1883 dogs. The coagulation 
tests were performed at the "Veterinary Clinical Pathology" Laboratory, Department of 
Veterinary Sciences of University of Pisa. We used the ex-novo method, named "a posteriori", 
using a Destiny Plus™ automated coagulation analyzer. This instrument was able to obtain 
measurements with two different methods, i.e. mechanical and optical. In this thesis, the 
selected parameters were PT, aPTT, AT and fibrinogen, but different diagnostic kits were 
used. The obtained data were analyzed using specific biomedical software (MedCalc®).  
Since PT parameter showed a great variation in IR data over time, we decided to split our 
data into three groups depending on the acquisition time. We paid attention in understanding 
the possible causes of this variation and this is why we decided to control and arrange the RIs 
along the time. 
Analyzing the instrument performances, the mechanical method has been more efficient in 
comparison to the optical one, even if we found a good correlation between the two methods. 
Other information was collected using several diagnostic kits. In this way it was possible to 
obtain the appropriate kit useful in veterinary settings.  
In conclusion, the RI obtained in the dogs were: PT 5,0–7,6 sec, aPTT 10,5–16,5 sec ; 
fibrinogen 128–334 mg/dL and AT 86 – 149 %. 
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PREMESSA 
 
La coagulazione è un processo biochimico finalizzato ad arrestare la perdita di 
sangue da un vaso sanguigno leso o reciso. È il risultato di una serie di passaggi 
in cui un segnale iniziale innesca delle tappe successive; la tappa finale è 
rappresentata dalla formazione di un coagulo, nel caso in cui il processo avvenga 
fisiologicamente, altrimenti termina con la formazione di un trombo (portando 
quindi alla trombosi), in caso di processo patologico, motivo per il quale il 
processo deve essere regolato, rapido ma limitato. 
Lo studio dell’emostasi è indicato in alcune condizioni quali: emorragia in atto, 
avvelenamenti da rodenticidi, valutazione preoperatoria o monitoraggio di terapie 
con anticoagulanti.  
Si divide in tre fasi, ogni fase può essere esaminata con specifici test: l’emostasi 
primaria è valutata con il conteggio e la funzione piastrinica e con il vWF; quella 
secondaria con il PT, aPTT e fibrinogeno; infine la terza, cioè la fibrinolisi, con gli 
FDP’s, i D-Dimeri e l’AT. Questi test devono essere interpretati con attenzione e 
spesso in combinazione con l’anamnesi, il quadro clinico ed eventuali altri test, 
inoltre la raccolta e il trattamento del campione potrebbero essere dei momenti 
critici in quanto possono alterare l’interpretazione e la accuratezza dei risultati 
dei test. 
In commercio esistono diversi strumenti in grado di indagare sulla coagulazione, 
permettendo così di quantificare i vari parametri. 
Questo lavoro nasce dalla necessità di esaminare in modo accurato e preciso 
l’emostasi ottenendo dei propri intervalli di riferimento, interni al laboratorio di 
Patologia Clinica Veterinaria dell’ODV “Mario Moderato”, del dipartimento di 
Scienze Veterinarie dell’Università di Pisa. Gli IR sono ottenuti da uno studio 
pratico cioè basato su campioni raccolti dal database dello strumento Destiny 
Plus, da maggio 2015 fino ad ora; inoltre si è cercato di stabilire quale delle 
metodiche proprie dello strumento e quale reagente fosse più accurato nella 
determinazione dei risultati.[1][2][3][4]  
 
 
 
 
 
6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sezione I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
7 
 
CAPITOLO 1 
COAGULAZIONE 
 
1.1. Fisiologia dell’emostasi 
 
L'emostasi è un meccanismo di protezione che previene la perdita di 
sangue in seguito alla rottura di un distretto vascolare o ad alterazioni 
vascolari di altra natura (vasculiti). Questo meccanismo deve essere 
controllato, in modo tale da non permettere al sangue di coagulare 
all’interno dei vasi come accade in corso di DIC; tale coagulazione 
incontrollata limita il normale flusso di sangue, con conseguente ipossia 
tissutale. 
La normale emostasi dipende, quindi, dall’integrità vascolare ma anche 
dalle piastrine e dai fattori plasmatici della coagulazione e della fibrinolisi. 
L’interazione di tutti questi fattori, fisiologicamente, è modulata ed 
equilibrata per impedire eventuali sanguinamenti o formazione di trombi. 
Le proteine coinvolte includono: precursori inattivi (zimogeni), i quali 
vengono convertiti in forme attive e cofattori, che a loro volta migliorano 
la funzionalità dei loro corrispondenti coenzimi, e inibitori, che invece 
interferiscono, attraverso diversi meccanismi, con la funzionalità di queste 
proteine. Normalmente, la coagulazione non si verifica all'interno del 
sistema vascolare proprio perché la maggioranza delle proteine coinvolte 
circolano nella loro forma inattiva. L'inizio della coagulazione è causata 
dall'esposizione di componenti extravascolari che normalmente, non sono 
presenti all'interno del letto vascolare. Ciò determina una cascata di 
reazioni con modificazioni delle cellule e conversione degli enzimi sino alla 
formazione di un coagulo.  
La coagulazione è costituita da una serie di reazioni enzimatiche. Come 
accennato prima le proteine circolano come precursori o zimogeni. Essi 
richiedono la rottura di uno o più legami peptidici specifici per divenire 
enzimi attivi. Con l'eccezione della trombina, tutti questi enzimi hanno 
un'attività limitata a meno che non si leghino al loro cofattore e a delle 
molecole di superficie specifiche. Non appena si instaura la suddetta 
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interazione, l’attività dell’enzima risulta amplificata. Quindi i complessi 
enzimatici si legano ad un substrato, con conseguente clivaggio del 
substrato per generare il secondo enzima del processo. Questa reazione è 
modulata da fenomeni di feedback positivo ma anche feedback negativo.  
Parte degli enzimi della coagulazione sono delle serine proteasi; le 
rimanenti proteine pur non avendo attività enzimatica sono essenziali in 
quanto circolano come procofattori (forma inattiva) ma questi devono 
incontrare il proprio enzima affinché possano attivarsi. Molte proteine 
hanno residui di cisteina legati da ponti disolfuro, ed è proprio a questo 
livello che si trova il sito di attivazione su cui agisce l'enzima: la scissione 
enzimatica converte la proteina da doppia catena a tripla catena con 
uguale peso molecolare. 
La velocità della coagulazione è influenzata dalla presenza di 
un’appropriata superficie di membrana sulla quale possano avvenire le 
reazioni enzimatiche. Il legame con questa membrana amplifica l'attività 
enzimatica in quanto, questa, dispone perfettamente le proteine coinvolte; 
il Fattore Tissutale (TF) è l'unica proteina della coagulazione a essere 
sempre legata alla superficie di membrana.[1][2][5] 
 
 
1.2. Processo emostatico 
L’emostasi può essere divisa in primaria, secondaria e terziaria, 
suddivisioni a scopo didattico in quanto queste fasi, in vivo, accadono 
simultaneamente piuttosto che in sequenza. Inizialmente, attraverso la 
coagulazione, si forma il trombo stabile. Successivamente prevale la 
fibrinolisi determinando la dissoluzione del trombo e quindi si ristabilisce la 
pervietà vascolare.[6] 
 
1.2.1. Emostasi primaria 
Questo processo è diviso in una fase vascolare e in una piastrinica. 
I trombociti, nei mammiferi sono dei piccoli frammenti cellulari anucleati, 
rotondeggianti di circa 2-4µm. Negli strisci colorati con metodo Wright-
Giemsa, il citoplasma si presenta di colore azzurro con numerosi piccoli 
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granuli color porpora intenso. Derivano dalla frammentazione, attraverso 
un meccanismo di gemmazione del citoplasma, dei megacariociti prodotti 
a livello del midollo osseo.[2] 
La loro vita media varia da 5 a 10 giorni, sono liberate nel sangue 
proporzionalmente alla stimolazione da parte della trombopoietina 
(sintetizzata principalmente nel fegato ma può essere anche prodotta da 
reni, testicoli, cervello, e nelle cellule stromali del midollo osseo; la sua 
concentrazione è controllata dalla massa di piastrine circolanti) e con 
l’invecchiamento subiscono fenomeni di apoptosi con traslocazione sul 
versante extracellulare di fosfatidilserina (normalmente si trova sul 
versante citoplasmatico) la quale favorisce la loro rimozione dal torrente 
circolatorio tramite sequestro dagli organi emocateretici, milza e fegato, 
dove sono fagocitate dalle cellule del sistema dei fagociti mononucleati. Il 
numero totale dipende dalla specie con un minimo di 100x109/L nel 
cavallo e un massimo di 800x109/L nel bovino. 
Come per la maggior parte delle cellule, il glucosio è la maggiore fonte di 
energia. Questa energia si trova sottoforma di ADP e ATP. A differenza 
degli eritrociti, i trombotici hanno i mitocondri e di conseguenza utilizzano 
il ciclo di Krebs e la fosforilazione ossidativa per produrre ATP.[1][2]  
Le piastrine hanno un sistema tubulare denso, che può sequestrare ioni 
calcio (simile al reticolo sarcoplasmatico presente nelle cellule muscolari 
striate, infatti per alcuni aspetti vengono paragonate); ma anche un 
sistema canalicolare connesso direttamente con la membrana esterna e 
un sistema di microtubuli, che conferiscono a riposo la forma discoidale e 
microfilamenti costituiti da varie proteine contrattili come l’actina e la 
miosina: queste attraverso modificazioni di posizione dei filamenti di 
actina e nei rapporti con proteine correlate, permettono alle piastrine di 
cambiare forma, produrre pseudopodi, aggregarsi, espellere sostanze e 
condurre la retrazione del coagulo. 
Il deposito di nucleotidi adeninici è contenuto in granuli densi o δ, i quali 
contengono i due/terzi dell’adenina totale. Al contrario del citoplasma, 
dove l’ATP predomina, il rapporto di ADP/ATP è circa 1,5 in questi granuli; 
contengono ancora serotonina, Ca2+ e polifosfati inorganici. Oltre a questi 
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granuli ne posseggono due altri ovvero i granuli α che contengono vWF, 
fibrinogeno, fibronectina, trombospondina, alcuni fattori della 
coagulazione, inibitori della fibrinolisi, selectina-P, fattori leucotattici ed 
altre sostanze, sintetizzate in parte dai megacariociti e in parte prelevate 
dal plasma e successivamente rilasciate durante l’attivazione; e infine 
possiedono anche i granuli lisosomiali o λ che contengono enzimi idrolitici. 
Esprimono diverse molecole glicoproteiche sulla superficie necessarie per 
lo loro adesione e aggregazione. 
I trombociti hanno funzioni essenziali nell’emostasi. Innanzitutto, in 
seguito ad una lesione vascolare, le sostanze contenute nei granuli o 
adese, vengono rilasciate stimolando una vasocostrizione; si aggregano 
nel sito della lesione occludendo la breccia parietale, le quali basterebbero 
a bloccare lo stravaso se fosse localizzato in un piccolo vaso; partecipano 
alla formazione dei fattori che innescano la coagulazione: la loro 
attivazione determina una traslocazione di fosfolipidi di membrana a carica 
negativa dalla superficie interna verso quella esterna i quali legano alcuni 
fattori della coagulazione in prossimità della superficie piastrinica 
accelerando il processo e infine liberano il fattore di crescita derivato dalle 
piastrine (PDGF), citochina che grazie alle sue proprietà chemiotattiche, 
richiama macrofagi eliminando le cellule morte venutesi a accumulare a 
livello del trauma, nel contempo il PDGF richiama anche cellule quali i 
fibroblasti che proliferano in loco grazie al PDGF stesso; i fibroblasti 
andranno quindi a sostituire le cellule morte rigenerando così il tessuto; 
infine assicurano un’adeguata integrità vascolare.[1][3][7] 
La fase primaria, quindi, consiste in una fase vascolare ed una 
piastrinica. In seguito ad una lesione vascolare, un riflesso di 
vasocostrizione ritarda la fuoriuscita di sangue per permettere la 
formazione del trombo e quindi l’inizio della coagulazione. Tale evento è 
mediato dal sistema nervoso, dall’endotelio danneggiato che libera 
endotelina, ad attività vasocostrittrice e dalle piastrine che, legandosi al 
collagene subendoteliale esposto, liberano fattori come ADP e 
Trombossano ad attività vasocostrittrice ed aggregante per le altre 
piastrine; oltre a limitare l’emorragia, i suddetti meccanismi, determinano 
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anche l’instaurarsi di un flusso ematico non più laminare ma turbolento 
affinché un numero maggiore di piastrine possano interagire con il 
collagene. Col danno viene esposta la matrice subendoteliale che possiede 
molecole per l’adesione piastrinica come i fosfolipidi e una proteina di 
membrana detta Fattore tissutale (TF). Successivamente si forma il 
legame tra il FvW e il recettore piastrinico GPIbX che rende il legame tra 
piastrine e collagene più stabile. Il FvW è una glicoproteina dal peso 
molecolare di circa 250 kD che circola nel plasma sotto forma di estesi 
polimeri; è sintetizzato dalle cellule endoteliali e, in alcune specie, dai 
megacariociti. Si attiva in condizioni di aumentato "shear-stress", stress 
meccanico causato da un aumento del flusso nel microcircolo: se aumenta 
il flusso nell'arteriola (in caso, per esempio, di vasocostrizione), il FvW ne 
risente iniziando a dispiegarsi quindi attivarsi. L’adesione piastrinica alla 
matrice extracellulare insieme al legame con il collagene o ad altre 
sostanze stimolatrici come la trombina e il trombossano A2 (TxA2) 
determinano l’attivazione della fosfolipasi C contenuta nella loro 
membrana; questa successivamente attiva altre sostanze che stimolano le 
piastrine in vari modi (Fig.1): 
- deformazione cellulare: la forma discoidale caratteristica delle 
piastrine è determinata da uno scheletro formato da microtubuli e 
una fitta rete di filamenti brevi di actina. Dopo il legame con FvW si 
assiste ad una riorganizzazione dei microtubuli, con espansione del 
corpo piastrinico e formazione di pseudopodi; 
- degranulazione: attraverso meccanismi contrattili, i granuli δ e α si 
avvicinano e si fondono con il citoscheletro, in particolare con il 
sistema canalicolare aperto, il quale è connesso con la superficie 
esterna, permettendogli così di liberare il loro contenuto. L’ADP, la 
serotonina e il calcio rilasciati favoriscono la chemiotassi di altre 
piastrine; 
- aggregazione: l’ADP, il TxA2, la trombina ed il fattore di attivazione 
piastrinico (PAF) sono sostanze fondamentali affinché avvenga 
l’aggregazione come è anche necessaria la presenza di fibrinogeno e 
Ca2+. Questi agonisti portano all’esposizione del GPIIb/IIIa, una β3-
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integrina, ovvero un recettore piastrinico di superficie che lega il 
fibrinogeno. L’aggregazione si verifica quando molecole di 
fibrinogeno si legano a recettori presentati su piastrine 
adiacenti.[1][2][4][5] 
 
Fig.1. Emostasi primaria: Con il danno endoteliale vengono esposte delle proteine della matrice 
subendoteliali e il vWF sulle piastrine circolanti. Le piastrine aderiscono al collagene tramite 
recettori di superficie (GPIb-IX-V) attivandole: cambiano forma, producono agonisti piastrinici 
come il trombossano A2 (TXA2) e l'ADP che rilasciano con i granuli densi. Il recettore del 
fibrinogeno (glicoproteina IIb / IIIa) si attiva, si lega il fibrinogeno, colmando così gli spazi tra 
piastrine con formazione del tappo piastrinico.[8] 
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1.2.2. Emostasi secondaria 
L’emostasi secondaria definita anche “Fase di propagazione” o “fase di 
propagazione a catena”, è correlata alla quantità di trombina formata nella 
precedente fase e viene accelerata dall'ulteriore produzione di trombina 
grazie alla retroattivazione dei procoffatori FV e FVIII, attraverso una 
ridotta proteolisi; l'attivazione di questi ultimi due fattori in FVa ed FVIIIa 
conduce alla formazione del coagulo di fibrina.[6]  
Il processo di attivazione a catena inizia con l'attivazione del FX in FXa, il 
quale fa parte del complesso degli attivatori di contatto insieme al FXII, 
precallicreina e chininogeno ad alto peso molecolare. Il FXII si lega alla 
superficie carica negativamente dell'endotelio danneggiato, andando in 
contro ad una trasformazione conformazionale finché non viene convertito 
in FXIIa il quale a sua volta converte la precallicreina in callicreina. In 
questa reazione viene attivato anche il FX, che induce l’ulteriore 
attivazione del FIX, che aumenterà in quantità. Il FXa forma un complesso 
con il Fattore VIII:C antiemofilico, che è un procofattore, in presenza di 
fosfolipidi e Ca2+, convertendo il FX in FXa, aumentando ancora la 
formazione di trombina.[3][6]  
Tutti i fattori della coagulazione, ad eccezione del fattore IV sono proteine 
sintetizzate dal fegato e circolano fisiologicamente nel sangue eccetto il 
TF. La vitamina K è fondamentale per la sintesi di alcuni fattori (II, VII, IX, 
X) in quanto permette a questi di legare il Ca2+ ed essere così convertiti 
nella forma attiva. 
1) La via estrinseca viene avviata dall’esposizione del TF sulle cellule 
endoteliali attivate o danneggiate che si lega al fattore VII, presente 
in circolo, attivandolo in fattore VIIa (convertina) il quale necessita 
di calcio ionico per compiere le sue funzioni catalitiche: il complesso 
TF-VIIa converte i fattori X e IX in Xa e IXa. La simultanea presenza 
del complesso TF-VIIa e Xa determina, attraverso un meccanismo a 
feedback positivo, un ulteriore attivazione del fattore VII. 
2) La via intrinseca dipende dalla quantità di trombina presente ed 
avviene quando il fattore XII entra in contatto con il collagene 
14 
 
subendoteliale (superficie a carica negativa) e interagisce con la 
precallicreina, legata su questa superficie attraverso un chininogeno 
ad alto peso molecolare (HMWK). Questo porta all’attivazione del 
FXII in FXIIa che catalizza la trasformazione di precallicreina in 
callicreina con un conseguente aumento della produzione di FXIIa 
che a sua volta attiva il FXI in FXIa. Il fattore IX viene attivato sia 
dal fattore XIa che dal complesso TF-VIIa, mentre il fattore VIII 
viene attivato in VIIIa da piccole quantità di trombina; quest’ultimo 
non è un enzima ma si comporta come cofattore e si combina con il 
fattore IXa per formare un complesso (tenasi) che attiva il fattore X. 
3) Via comune: il FXa insieme al calcio ionico e al FVa, attivato dalla 
trombina, formano un complesso chiamato protrombinasi in grado di 
convertire la protrombina in trombina; questa sempre insieme al 
calcio, come cofattore, trasformano il fibrinogeno in fibrina tramite il 
distacco dei fibrinopeptidi A e B dalle catene α e β del fibrinogeno. 
A questo punto la fibrina monomero viene convertita in fibrina 
polimero, la quale stabilizza il reticolo attraverso la formazione di 
legami trasversi tra i vari polimeri lineari; questo passaggio è 
mediato dal fattore stabilizzante la fibrina (FXIII) precedentemente 
attivato dalla trombina che catalizza la formazione dei legami 
covalenti tra la lisina e i residui di glutamina dei singoli monomeri di 
fibrina. Questo processo porta alla formazione di un polimero 
proteico insolubile che stabilizza il trombo.  
Una volta che il trombo si è formato sull’area danneggiata, il processo di 
coagulazione deve essere modulato in modo tale che agisca solo 
localmente prevenendo una totale occlusione trombotica del vaso. Le 
cellule endoteliali limitano, la formazione del trombo, solo in prossimità 
del danno. Le piastrine non aderiscono ad una superficie endoteliale 
integra poiché questa possiede delle proprietà antitrombotiche, inoltre, 
l’endotelio sintetizza e rilascia Prostaciclina (PGI2) e ossido nitrico (NO), 
potenti vasodilatatori che inibiscono l’aggregazione piastrinica; è stato 
dimostrato che quando le piastrine sono in movimento e in prossimità 
delle cellule endoteliali, diventano insensibili agli agonisti e questa 
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inibizione è dovuta ad un ectoenzima, il CD39, presente anch’esso sulla 
superficie delle cellule endoteliali, che agisce come l’adenosina difosfatasi 
con capacità di degradare l’ADP rilasciato dalle piastrine attivate con 
conseguente blocco della risposta di aggregazione.[10] L’endotelio 
sintetizza anche il proteoglicano eparan solfato il quale accelera 
l’inattivazione dei fattori della coagulazione potenziando così gli effetti 
dell’Antitrombina, maggiore inibitore della trombina. Entrambi inibiscono 
alcune proteasi come il FIXa, Xa, XIa e XIIa. Inoltre le cellule endoteliali 
esprimono, sulla loro superficie, una proteina di membrana la 
Trombomodulina, alla quale si lega la trombina inibendo così l’attività 
procoagulante della stessa; questo complesso attiva la Proteina C, 
principale regolatore della formazione di fibrina. Infine le piastrine 
possono rilasciare anche degli inibitori della coagulazione come l’α1-
proteasi, che inibisce la trombina, e l’α2-macroglobulina che inibisce il 
FXIa. Questi fattori prevengono la formazione del trombo al di là del 
danno.[1][2][4][5][6]  
 
1.2.3. Emostasi terziaria 
È un meccanismo che consente, una volta riparato il danno, di ripristinare 
la pervietà vascolare, tramite la fibrinolisi.  
La trombina, in questa fase, si lega alla trombomodulina, presente 
sull’endotelio; questo complesso in rapporto 1:1 attiva la proteina C, 
vitamina K dipendente, che in presenza di un cofattore, la proteina S e di 
Ca2+ inibisce la coagulazione con la proteolisi dei fattori Va e VIIIa. La 
proteina Ca provoca il rilascio dell’attivatore tissutale del plasminogeno 
(tPA) da parte delle cellule endoteliali contigue alla sede di lesione. Il tPA 
converte il plasminogeno in plasmina, la quale è dotata di attività 
fibrino/fibrinogenolitica. Fisiologicamente, l’attività della plasmina è rivolta 
verso la fibrina del coagulo anziché verso il fibrinogeno plasmatico poiché 
l’attivazione del plasminogeno avviene principalmente all’interno del 
coagulo dove quest’ultimo si è depositato durante il suo processo di 
sintesi. Questa azione localizzata è indispensabile per evitare fenomeni 
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fibrinolitici generalizzati che porterebbero a diatesi emorragiche. La lisi 
della fibrina determina la formazione di FDPs e D-Dimeri.[1][2][4][5] 
I. Fase vascolare: 
- Vasocostrizione  
II. Fase piastrinica: 
- Richiamo di piastrine sulla lesione 
- Adesione al collagene sub-endoteliale tramite l’esposizione dei 
recettori per il fattore di von Willebrand ed il fibrinogeno 
- Interpretazione con strutture sub-endoteliali con rilascio di 
ADP, serotonina, trombossano A2, ATP e un fosfolipide di 
membrana (PF3)  
- Aggregazione 
- Formazione di un tappo emostatico instabile 
III. Fase coagulativa 
- Via intrinseca: di natura tissutale o extravascolare con 
attivazione a cascata dei fattori VIIa e dei fattori della via 
comune 
- Via intrinseca: di natura intravascolare, con attivazione a 
cascata dei fattori XII, XI, IX, VIII, dei trombociti e accesso ai 
fattori della via comune 
- Via comune: con attivazione a cascata dei fattori X, V, II, I e 
XIII. [6] 
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Fig.2. Cascata della coagulazione. Fonte: http://www.cghlab.com (15/6/16) 
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CAPITOLO 2 
TEST DI SCREENING NELL’EMOSTASI 
 
2.1.   Introduzione 
I test di coagulazione rappresentano uno strumento molto importante per 
la diagnosi di patologie legate ai disordini dei fattori della coagulazione e 
avvelenamenti da anticoagulanti, ma anche un importante esame da 
eseguire prima di un intervento chirurgico. 
In generale i test di laboratorio non dovrebbero essere interpretati come 
fini a sé stessi ma bisognerebbe considerare sia il metodo utilizzato sia i 
possibili errori dovuti al campionamento e alla manipolazione. Vari tipi di 
errori e procedure scorrette possono alterare il campione da analizzare e 
quindi falsare i risultati di laboratorio conducendo, nel peggiore dei casi, a 
false diagnosi e terapie imprecise. Il trattamento del campione, dal 
prelievo di sangue all'arrivo in laboratorio, è importante per evitare effetti 
sul risultato finale delle analisi.[2][6]  
Gli errori possono verificarsi a tre livelli: in fase pre-analitica, analitica e 
post-analitica. 
La non conformità pre-analitica del campione è legata fondamentalmente 
a due parametri: qualità (emolisi, lipemia, opalescenza, formazione di un 
coagulo, contaminazione, raccolta in contenitori inappropriati) e quantità 
(campione esiguo). 
Le principali cause di errori pre-analitici nei test di coagulazione sono: 
Provetta inadatta 
 Rapporto sangue/anticoagulante alterato 
 Errata velocità di centrifugazione 
 Mancata separazione del campione dopo centrifugazione 
 Plasma emolitico, lipemico, itterico 
 Campione coagulato 
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Gli errori analitici potrebbero verificarsi sia come conseguenza della 
presenza di un errore pre-analitico sia dovuti alla strumentazione, ai 
reagenti o metodiche. Un laboratorio dovrebbe essere attento alla 
manutenzione dello strumento, risolvere ogni calo di performance e infine 
conservare i reagenti per le calibrazioni ed i controlli in modo appropriato. 
Fondamentale risulta conoscere e verificare l’accuratezza, la precisione e il 
massimo errore ammissibile monitorando ogni passaggio con procedure di 
controllo di qualità. 
Infine gli errori post-analitici potrebbero essere un’erronea trascrizione dei 
risultati sul referto o errori nell’interpretazione dei risultati soprattutto se 
la persona incaricata non è a conoscenza della storia clinica del 
paziente.[6][10] 
 
Per la diagnosi dei disordini coagulativi, il clinico deve considerare vari 
aspetti: le coagulopatie possono avere caratteristiche emorragiche e/o 
trombotiche, un particolare sintomo può essere collegabile ad una 
coagulopatia, sia essa acquisita o congenita, quale fase dell’emostasi 
risulta alterata e infine deve saper scegliere il miglior protocollo 
diagnostico e terapeutico per definire appunto diagnosi e trattamento. In 
alcuni casi, anamnesi ed esame fisico, da soli, possono essere utili 
nell’inquadramento del problema come per esempio una perdita ematica 
in soggetti giovani di razza Pastore Tedesco può far sospettare una 
patologia congenita (Emofilia A), allo stesso tempo, alcuni farmaci (FANS, 
cumarinici) potrebbero giustificare un quadro emorragico. Alcune 
patologie, neoplasie, torsione gastrica etc. possono complicarsi con una 
DIC.[2][10] 
 
Come accennato prima è molto utile a fini di una corretta terapia, 
identificare la fase dell’emostasi che risulta alterata: 
se vi è un’alterazione dell’emostasi primaria è consueto riscontrare 
sanguinamenti superficiali in cui la fibrina, che si attiva in una regolare 
emostasi secondaria, arresta il sanguinamento derivante da una 
trombocitopenia/patia; invece alterazioni emostatiche secondarie si 
20 
 
caratterizzano comunemente con emorragie cavitarie o ematomi estesi, in 
questi casi la mancata produzione di fibrina non stabilizza il trombo 
piastrinico determinando una grave emorragia.[11] 
 
 
2.2. Preparazione del campione 
Esistono diversi test di laboratorio da utilizzare nel processo diagnostico, 
ma questi, necessitano di alcuni accorgimenti nella preparazione del 
campione, incluso prelievo e conservazione per effettuare una precisa 
valutazione dell’emostasi: 
A. Per il prelievo utilizzare siringhe di plastica monouso; eseguirlo 
rapidamente, da una vena periferica di grosso calibro; mantenere un 
flusso di sangue costante durante il prelievo e scartare prelievi lenti 
o problematici in quanto potrebbe essersi coagulato. 
B. Evitare formazione di schiuma o emolisi: non esercitare trazione 
eccessiva sullo stantuffo della siringa, forzando così il sangue a 
passare attraverso l’ago. 
C. Tra gli anticoagulanti quello più adatto è il citrato di sodio al 3,8%, 
in rapporto di 1:9 con il sangue; invece per il conteggio delle 
piastrine utilizzare l’EDTA (circa 10-20mg per 10mL di sangue). 
D. Utilizzare provette di plastica o di vetro siliconate. 
E. Preferibilmente utilizzare sangue fresco. Centrifugare rapidamente 
(1500 rpm per 10-15 minuti) e separare il plasma. 
F. Per eventuali trasporti in laboratori esterni, refrigerare il campione a 
temperature comprese tra i 4 e i 10 °C (per max 48 ore); in 
alternativa può essere congelato a -20 °C, il più rapidamente 
possibile per evitare la formazione di precipitati (una volta 
scongelato non può essere più conservato). 
G. Eseguire i test in doppio e utilizzare come controllo un campione con 
valori di riferimento già noti. 
H. In soggetti con eritrocitosi aggiustare la quantità di anticoagulante 
in base all’HCT con la seguente formula: 
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𝐶 = 0.00185 𝑉 (100 𝐻𝐶𝑇) 
dove C sono i ml di citrato di sodio(%) e V i ml di sangue 
raccolto.[4][11] 
Questa tipologia di campioni dovrebbero essere scartati per la 
determinazione analitica: 
 
Campione emolitico. L’emolisi è la liberazione di emoglobina dagli eritrociti 
ed indica un danno alla membrana cellulare. Visibile nel campione dopo 
centrifugazione ed è definita dalla presenza di concentrazioni di 
emoglobina libera nel siero o nel plasma >0,30 g/L (18,8mmol/L). Può 
essere indotta da: 
- Trauma o danno diretto sugli eritrociti: eccessiva stasi venosa 
durante il prelievo, eccessiva agitazione del campione etc. 
- Lipemia: induce fragilità eritrocitaria 
- Contatto con soluzioni ipotoniche/chimiche: acqua, alcool, etc. 
- Ritardo nell’inoltro del campione al laboratorio 
 
Campione lipemico. La lipemia, nei campioni, è definita in termini di 
torbidità causata da un’elevata concentrazione di lipoproteine; visibile ad 
occhio nudo e corrispondente solitamente ad una concentrazione di 
trigliceridi >1000 mg/dL (11,3 mmol/L) nei campioni di sangue intero e 
>300 mg/dL (>3,4 mmol/L) nei campioni centrifugati. Per esempio 
avviene quando il paziente non è stato a digiuno, almeno 12 ore, prima 
del prelievo.  
 
Campione itterico. La definizione di ittero alla sola ispezione visiva del 
campione centrifugato può non essere attendibile ma solitamente è 
caratterizzato da colorazione gialla più o meno intensa.  
 
Campione coagulato. Presenza di micro o macrocoaguli visibili nel 
campione. Quando, per esempio, il prelievo è stato lento o per la presenza 
di materiale estraneo che può attivare la coagulazione.[12][14] 
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2.3.  Valutazione laboratoristica/Approccio diagnostico 
 
La scelta degli esami per la valutazione dell’emocoagulazione è in 
relazione alla fase che si desidera esaminare cioè fase piastrinica, vascolo-
piastrinica, plasmatica o fibrinolisi. Come accennato prima i risultati 
devono essere esaminati e chiariti insieme al segnalamento e alla 
valutazione anamnestica.[6] 
Per quanto riguarda le coagulopatie ereditarie, queste, si possono 
riscontrare in qualsiasi razza e di solito sono trasmesse attraverso un 
carattere autosomico (l’emofilia A e B, invece, è trasmessa attraverso un 
carattere recessivo legato al cromosoma X). Per cui sono colpiti 
maggiormente i maschi, le femmine sono portatrici asintomatiche. 
Bisogna inoltre considerare l’età del paziente (per esempio gli ematomi 
sono più ricorrenti nei giovani), dall’anamnesi eventuali esposizioni a 
farmaci (eparina), sostanze tossiche (rodenticidi) o la tendenza ad un 
sanguinamento prolungato. Una valutazione clinica, deve indirizzare verso 
la causa principale dell’eventuale sanguinamento cioè se si tratta di una 
lesione dei vasi (trauma, neoplasia, processo infettivo, disturbi endocrini 
etc.) o di un problema emostatico; in questo caso contribuisce a 
contraddistinguere difetti primari da quelli secondari. Sanguinamenti 
superficiali (petecchie ed ecchimosi) si riscontrano, prevalentemente, nei 
disordini primari, per esempio trombocitopenie o in generale trombopatie. 
Invece le coagulopatie possono essere associate a sanguinamenti singoli o 
multipli con emorragie cavitarie come ematomi, emartosi, emomediastino, 
emotorace etc.[13][14] 
Da questo si evince che l’emostasi non può essere adeguatamente 
analizzata utilizzando un singolo test. Inizialmente per rilevare potenziali 
disordini emostatici si possono analizzare ematocrito e proteine totali. Uno 
striscio di sangue può consentire una stima del conteggio piastrinico e 
l’identificazione di ammassi piastrinici. I risultati indicano, all’incirca, 
l’entità della perdita ematica o la necessità di una trasfusione di eritrociti. 
Di seguito verranno trattati i principali test per valutare i fattori specifici di 
ogni fase.[4][13] 
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2.3.1. Test di valutazione dell’emostasi primaria 
Per valutare questa fase esistono diversi test. Con l’utilizzo di un 
contaglobuli ad impedenza elettrica è possibile risalire al conteggio 
piastrinico nonché all’ MPV, PCT e PDW, da confrontare sempre con la 
stima piastrinica diretta e valutazione della morfologia tramite uno striscio 
di sangue periferico. Ancora, altri parametri secondari che possono essere 
analizzati sono:  
 presenza di anticorpi adesi sulla superficie piastrinica: questo test 
rileva anticorpi anti-PLT sulla loro membrana; si effettua tramite 
citometria a flusso che utilizza anticorpi specifici anti-anticorpi PLT 
marcati e plasma ricco di PLT; 
 sede di produzione delle piastrine: tramite esame del midollo osseo 
rosso; praticamente si valuta la presenza e la quantità di 
megacariociti negli elementi particolari del midollo osseo;  
 funzionalità piastrinica: cioè la loro l’aggregazione, servendosi di un 
aggregometro foto ottico collegato ad una stampante che registra la 
progressione dell’aggregazione o tramite un microscopio elettronico; 
 misurazione dei livelli plasmatici del vWF con metodo ELISA (per 
diagnosticare la relativa malattia) e in alternativa per alcune razze 
canine è disponibile un test a DNA per identificare specifiche 
mutazioni del fattore di von Willebrand; 
 infine, in alcuni paesi, in cui esiste la possibilità di infezioni 
trasmesse da zecche, si può determinare i titoli sierici per Erlichia 
canis ed E. platys.[4][13] 
Analizzeremo ora i test più utilizzati per indagare su questa fase. 
 
Conta piastrinica 
 
È difficile ottenere un conteggio preciso dei trombociti a causa di alcune 
variabili: piccole dimensioni, distribuzione irregolare, rapida 
disintegrazione, veloce agglutinazione ed adesione. La valutazione deve 
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essere eseguita entro 4/5 ore, ma il conteggio può rimanere relativamente 
stabile per un massimo di 24-48 ore se il campione viene refrigerato 
(Stockham e Scott, 2002). Le conte strumentali devono essere verificate 
attraverso l’esame dello striscio al microscopio (stima): ad esempio, la 
presenza di aggregati può determinare un artificioso abbassamento della 
conta e aumentare il volume piastrinico medio, poiché il singolo aggregato 
può essere conteggiato come una singola grossa piastrina; al contrario 
una lipemia importante può determinare un incremento della conta. Nel 
gatto, porre particolare attenzione, in quanto le piastrine tendono ad 
aggregarsi già durante il prelievo, falsando spesso la conta.[6][11] 
 Variazioni della conta/stima possono indicare uno stato di 
piastrinopenia o di piastrinosi. 
La piastrinopenia può dipendere da diversi processi: 
 Aumentato consumo (DIC) 
 Distruzione (trombocitopenia immunomediata) 
 Mancata produzione (insufficienza midollare) 
 Sequestro (splenomegalia, emorragia)[4] 
In seguito a questi eventi, la conta/stima scenderà al di sotto di 100x109 
cell/L. Nel cane, un disturbo dell’emostasi, si scopre con un valore 
inferiore a 20x109 cell/L, ma talora i segni clinici, es. petecchie, 
compaiono con numero di piastrine al di sotto di 10x109 cell/L. Alcuni 
segni clinici possono comparire anche con conta normale ma la loro 
funzionalità risulta alterata: un difetto del FvW o uno stato di iperviscosità 
possono alterare  l’adesione piastrinica al contrario alcuni farmaci possono 
interferire con l’aggregazione.[11] 
 
Una piastrinosi, invece può essere causata da: 
 Flogosi 
 Anemia ferropriva 
 Corticosteroidi 
 Splenectomia 
 Neoplasie 
Importanti piastrinosi possono provocare fenomeni trombotici.[2][4] 
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Il conteggio piastrinico può essere sia manuale che strumentale. Quello 
manuale può essere attenuto con tre procedimenti: 
1)Conteggio indiretto: pratico ma poco preciso in quanto calcola il numero 
di Plt, in uno striscio colorato, in rapporto al contemporaneo numero di 
leucociti o eritrociti: 
 
𝑛° 𝑡𝑟𝑜𝑚𝑏𝑜𝑐𝑖𝑡𝑖 𝑠𝑢 100 𝑙𝑒𝑢𝑐𝑜𝑐𝑖𝑡𝑖 𝑋 𝑛° 𝑙𝑒𝑢𝑐𝑜𝑐𝑖𝑡𝑖 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑖 𝑠𝑢 𝑚𝑚3
100
 
𝑛° 𝑡𝑟𝑜𝑚𝑏𝑜𝑐𝑖𝑡𝑖 𝑠𝑢 1000 𝑒𝑟𝑖𝑡𝑟𝑜𝑐𝑖𝑡𝑖 𝑋 𝑛° 𝑒𝑟𝑖𝑡𝑟𝑜𝑐𝑖𝑡𝑖 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑖 𝑠𝑢 𝑚𝑚3
1000
 
 
2)Conteggio diretto: più preciso ma più difficoltoso. Si utilizza un 
emocitometro di Burker con un obiettivo ad immersione. La tecnica 
consiste nell’aspirare del sangue non coagulato con una pipetta usata per 
la conta eritrocitaria e del liquido diluitore; mescolare e riempire le due 
camere dell’emocitometro. Attendere 15 minuti e quindi osservare 2mm2 
complessivi avvalendosi della luce del microscopio leggermente ridotta. 
Per calcolare il numero si moltiplica il numero dei trombociti rilevati nei 
2mm2  per 1000 ottenendo così il numero di Plt in 1mm3. 
3)Stima del numero di Plt: su uno striscio ematico, si ottiene un valore 
stimato del numero contando le piastrine in una serie di campi 
microscopici (1000x): 10-20 piastrine per campo risulta normale, minore 
di 10 stima diminuita, maggiore di 20 stima aumentata.[6]  
Nella maggior parte dei laboratori può essere effettuata anche una conta 
automatizzata (strumentale) utilizzando degli strumenti denominati 
contaglobuli; questi si basato su tre diversi principi: impedenza elettrica, 
principio ottico della diffusione luminosa e la conduttività 
elettromagnetica. 
Il primo principio si basa sul fatto che le cellule, essendo dotate di una 
membrana ad elevata resistività, passando attraverso un orifizio, ai cui lati 
viene applicata una corrente elettrica continua, ne consegue una 
variazione momentanea della resistenza elettrica che a sua volta genera 
una variazione del voltaggio, indotta dallo spostamento di una eguale 
volume di soluzione elettrolita. Come risultato si avrà una produzione di 
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impulsi, il cui numero indica quante particelle attraversano l’orifizio e 
l’ampiezza è proporzionale al volume della particella che lo genera. Per la 
conta delle piastrine, con questo procedimento, il campione di sangue 
deve essere diluito e sospeso in soluzione fisiologica isotonica tamponata, 
(come avviene per la conta degli eritrociti), discriminando i tipi cellulari in 
base al loro volume; si può anche utilizzare plasma ricco di Plt.  
Questa conta può essere erroneamente aumentata quando lo strumento 
riconosce come trombociti, per esempio, frammenti cellulari o eritrociti 
microcitici; inconvenienti di questo tipo sono svelati analizzando gli 
istogrammi. Allo stesso tempo può essere diminuita in presenza di 
agglutinine o comunque fenomeni di aggregazione. 
I contaglobuli a fascio di luce laser utilizzano un sistema fotoelettrico che 
rileva un fascio di luce laser e che viene rifratto, diffratto e spostato dalle 
cellule che attraversano una piccola area illuminata del sistema ottico. Il 
raggio laser modificato viene captato da un rilevatore che genera impulsi 
elettrici di ampiezza proporzionale alla dimensione della particella. Un 
esempio è l’analizzatore LaserCyte® (IDEXX, Laboratories Inc. Westbrook, 
ME, USA) il quale fornisce 24 paramentri ematologici in circa 10 minuti. 
Questo apparecchio utilizza 95µl di sangue con anticoagulante in provette 
VetCollectTM, mescolato con una soluzione contenente Nuovo Blu di 
Metilene e qualiBeads®. Il tutto viene indirizzato in una cella di flusso, che 
determina la disposizione lineare delle cellule in modo che possano essere 
analizzate dal fascio laser in maniera sequenziale (prima gli eritrociti poi le 
piastrine e infine i reticolociti); successivamente, dopo aver lisato gli 
eritrociti, il fascio analizza i leucociti. 
Infine esistono dei conta globuli combinati, cioè che sfruttano sia 
l’impedenza che la luce laser.[2][4][6] 
 
Volume Piastrinico Medio 
 
Il MPV è il volume medio di una piastrina riportato in femtolitri, varia da 6 
a 9 fl nel cane e da 14 a 18 fl nel gatto. È un indice di ricambio delle Plt 
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poiché le cellule appena liberate dal midollo osseo hanno un volume 
maggiore che decresce con l’invecchiamento in circolo. 
Questo parametro risulta aumentato in corso di trombocitopenie 
immunomediate, diminuito in trombocitopenie da diminuita produzione. 
Per un’ accurata determinazione, bisogna evitare fenomeni di 
aggregazione e le piastrine devono trovarsi in fase di riposo (forma 
rotondeggiante senza formazione di pseudopodi).[4][10] 
Variabili come il tempo di analisi, temperatura di conservazione, e 
anticoagulante usato possono alterare i risultati. In linea generale esiste 
una relazione inversa tra la concentrazione di piastrine e il MPV; il valore è 
maggiore quando la concentrazione piastrinica è bassa e viceversa. 
I contaglobuli ad impedenza possono calcolare con precisione l’MPV in cani 
e cavalli; per quanto riguarda i gatti utilizzare metodi 
citofluorimetrici.[5][10] 
 
Piastrinocrito 
 
Il Pct rappresenta la frazione percentuale della massa del sangue intero 
occupata dalle piastrine (praticamente minore dell’1%). E’ calcolato come 
l’Hct, in base all’ MPV, direttamente misurato dallo strumento, moltiplicato 
per il numero di piastrine contate.[6]  
 
Tempo di emorragia 
 
Chiamato anche tempo di sanguinamento è definito come il tempo 
necessario per arrestare il sanguinamento da una piccola incisione 
standard su una definita area del corpo.[6] Questa incisione può essere 
effettuata in vari modi: con l’ago di Francke, con la lama di un bisturi a 
punta o con un dispositivo monouso, chiamato Simplate® II, adatto in 
particolare per valutare il TE della mucosa buccale; e su specifiche regioni 
del corpo: sulla cute della testa, sulla mucosa labiale e infine sull’unghia, 
tagliandola un po’ più corta. 
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A questo punto si osserva e si misura il tempo dalla fuoriuscita del sangue 
finché non si arresta, tamponando il sangue con carta assorbente circa 
ogni 20 secondi non direttamente sulla ferita per non rimuovere 
l’eventuale coagulo. 
È un test semplice ma impreciso e risulta prolungato in animali con ridotto 
numero di piastrine per esempio in corso di una trombocitopatia, anemia, 
vascolopatia o in presenza di farmaci antipiastrinici.[3] 
Il TE della mucosa labiale viene utilizzato per valutare la funzionalità 
piastrinica in animali con numero di piastrine quasi nella norma ossia 
permette di escludere difetti dell’emostasi primaria in un soggetto che non 
presenta alla visita rilievi clinici di sanguinamento. Varia da 3 secondi nel 
gatto a 4 secondi nel cane (sopra i 5 secondi risulta prolungato). Invece il 
TE cuticolare, effettuato in animali sottoposti ad anestesia, valuta la 
funzionalità piastrinica e può evidenziare gravi difetti dell’emostasi poiché 
il danno vasale provocato con questo test è più importante rispetto a 
quello prodotto sulla mucosa labiale.[5][8] 
 
2.3.2.  Test di valutazione dell’emostasi secondaria 
Questa fase può essere definita con i seguenti test: la via intrinseca e 
quella comune vengono valutate attraverso il tempo di coagulazione 
attivata (ACT) o il tempo di tromboplastina parziale attivata (aPPT). In 
vitro, il fattore XII della cascata intrinseca viene attivato dalla terra di 
diatomee nel test dell’ACT e dal caolino o da altri tipi di substrato di fase 
di contatto nell’aPTT; la via estrinseca e quella comune possono essere 
valutate con il tempo di protrombina (PT) o le proteine indotte dagli 
antagonisti della vitamina K (PIVKA). Inoltre si possono determinare il 
fibrinogeno e l’attività dei singoli fattori della coagulazione.  
Tutti questi test sono di tipo end-point che è rappresentato dall’inizio della 
coagulazione della fibrina successivamente rilevato manualmente o 
visivamente oppure con l’ausilio di coagulometri meccanici o ottici.[6]  
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Tempo di trombina 
 
Il test è di facile esecuzione ed è un indicatore sia quantitativo che 
qualitativo dei disordini del fibrinogeno. Valuta il tempo necessario 
affinché avvenga la coagulazione di plasma citrato addizionato con 
un’esigua dose di trombina, provocando così la trasformazione di 
fibrinogeno in fibrina.[6]  
I campioni devono rimanere al fresco ed essere lavorati entro 30 minuti 
dal prelievo. Una volta sottoposto il sangue intero a centrifugazione al fine 
di separarne il plasma, viene presa una quantità di 0,2 mL, riscaldata a 37 
°C e successivamente viene aggiunta una concentrazione standard (0,2 
mL) di trombina umana o bovina al campione di plasma in esame. Si 
forma così il coagulo che viene rilevato otticamente o meccanicamente da 
un apposito strumento.[5][10] 
L’intervallo di riferimento fissato dipende dal metodo impiegato. Alti valori 
indicano quadri di ipofibrinogenemia o disfibrinogenemia, in caso di 
irregolare formazione della fibrina (per esempio inibizione della 
polimerizzazione dovuta a presenza di FDP) o in presenza di inibitori della 
trombina (eparina).[8][10][15]  
 
Tempo di Coagulazione Attivato (ACT) 
 
L’ACT valuta la via comune e quella intrinseca della coagulazione. Deve 
essere eseguito subito dopo il prelievo utilizzando delle provette 
contenenti polvere di diatomea (alga) come attivatore del fattore di 
contatto (FXII). Si introducono nella provetta circa 2 mL di sangue intero 
fresco, senza anticoagulante; la provetta va tenuta in termostato a 37°C e 
capovolta delicatamente e ripetutamente fino a coagulazione. Per 
minimizzare le alterazioni dovute alla temperatura è opportuno pre-
riscaldare la provetta a 37°C prima del test.  
Questo test di basa sulla presenza di fosfolipidi piastrinici del sangue 
utilizzato a differenza dell’aPTT, nel quale viene fornita una fonte esogena 
di fosfolipidi.[2][8] 
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Le patologie che possono prolungare l’ACT sono rappresentate da DIC, 
epatopatie, avvelenamento da rodenticidi ed emofilia A e B, ma si verifica 
anche in corso di trombocitopenia grave e ipofibrinogenemia.  
I valori normali, ritrovati in bibliografia, sono: 70-80 secondi nel cane e 
meno di 65 secondi nel gatto.[2][4] 
 
Tempo di Protrombina (PT) 
 
Il tempo di protrombina è il parametro che quantifica il tempo necessario 
alla formazione di un coagulo di fibrina. Valuta quindi le vie coagulative 
estrinseca e comune.  
In particolare indaga su cinque dei dodici fattori coinvolti nella 
coagulazione (I-fibrinogeno, II-protrombina, V-proaccelerina, VII-
proconvertina e X-protrombinasi). Tre di questi (II, VII e X) sono attivati 
da enzimi vitamina K-dipendenti.[2][4] 
Al campione di plasma citrato si addiziona ioni calcio e un eccesso di 
tromboplastina tissutale. Questa, insieme ai fattori V, VII e X forma 
protrombinasi che converte la protrombina in trombina la quale reagisce 
con il fibrinogeno per formare fibrina. A questo punto la fibrina insolubile 
può essere rilevata otticamente o meccanicamente, a seconda del metodo 
analitico. Esistono diversi reagenti che differiscono in alcuni aspetti come, 
per esempio, la sensibilità ai vari fattori e uniformità dei lotti.[4][6] 
Esempi di reagenti sono: reagenti ricombinanti che comprendono TF 
ricombinante, Ca2+, fosfolipidi, buffer e stabilizzatori; Tromboplastina 
tissutale, ottenuta dall’estrazione da tessuti ricchi di questa sostanza, 
quali cervello di coniglio e placenta umana, addizionata con Ca2+; 
Tromboplastina combinata, costituita da TF diluito in una frazione di 
fibrinogeno, plasma bovino e Ca2+.[7] 
Il PT viene frequentemente utilizzato per individuare un avvelenamento da 
antagonisti della vitamina K, come il Warfarin, o altre patologie che 
compromettono la sintesi epatica dei fattori della coagulazione relativi alla 
vitamina K (II, VII, IX, X), in particolare il fattore VII, avendo l’emivita più 
breve, un eventuale blocco della sintesi di questi fattori porterebbe 
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velocemente ad una deficienza del suddetto. Tutto ciò si manifesterebbe 
con un aumento del PT. 
Il PT è utile come test di screening, ma comporta una bassa sensibilità per 
rilevare anomalie dei singoli fattori. 
Prima che il PT aumenti, per esempio nel cane, le proteine coagulative 
devono notevolmente ridursi, dato che le concentrazioni di alcuni fattori 
risultano elevate (VII e V). Da ciò si scaturisce che anche piccole 
variazioni del PT derivino da gravi deficit coagulativi. Oltre a questi motivi, 
altre condizioni che portano ad un allungamento del PT sono: 
l’insufficienza epatica, sindrome nefrosica, DIC, carenze congenite dei 
fattori della via estrinseca e infine per un prelievo errato o errato rapporto 
tra sangue a anticoagulante.[4][6][12] 
Al contrario, una situazione poco frequente, è la riduzione del PT; tuttavia 
si può osservare in stati di ipercoagulabilità. 
In genere viene eseguito insieme all’aPTT (Tempo di Tromboplastina 
Parziale), in particolare, se questo risulta normale indica la deficienza del 
solo fattore VII.[6] 
 Il PT può essere espresso in secondi ma anche in percentuale (ratio) 
rispetto ad un pool di plasmi normali a cui viene assegnata un’attività 
convenzionale del 100%. In un paziente sano l’attività protrombinica varia 
dal 70% al 100%: 
 
𝑃𝑇 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 (%) =
𝑃𝑇𝑝𝑎𝑧𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑃𝑇𝑟𝑖𝑓𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜
 
 
Inoltre bisogna tener in considerazione, nella sua determinazione, anche 
l’interferenza derivante dai diversi tipi di tromboplastina. Questa, come 
descritto prima, viene aggiunta al campione come reagente; ogni lotto 
commerciale di questo reagente, possiede delle piccole variazioni in 
termini di sensibilità e specificità per cui possono fornire risultati differenti 
sul medesimo plasma.[6][8] 
Per limitare questa interferenza l’Organizzazione Mondiale della Sanità, nel 
1983, ha approvato una tromboplastina standard di riferimento. Ogni 
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produttore di tromboplastina deve calibrare il suo reagente in base allo 
standard WHO. Il rapporto tra la sensibilità nel determinare il PT della 
tromboplastina utilizzata e quella della preparazione di riferimento (per 
convenzione=1) è conosciuto come Indice di sensibilità internazionale 
(ISI). Questo fa sì che le diverse sensibilità delle tromboplastine siano 
accertate e può essere usato per calcolare l’INR. 
L'INR (International Normalised Ratio, rapporto normalizzato 
internazionale) è il rapporto tra il tempo di protrombina determinato in un 
dato paziente e la media dei tempi di protrombina del laboratorio che 
esegue l'esame, elevato all'ISI: 
 
𝐼𝑁𝑅 = (
𝑃𝑇𝑝𝑎𝑧𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑃𝑇𝑟𝑖𝑓𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜
)
𝐼𝑆𝐼
=  (𝑃𝑇 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜)𝐼𝑆𝐼 
 
Ne deriva quindi che una TF con un ISI elevato è meno sensibile rispetto 
ad una con ISI più basso.  
In letteratura sono riportati questi IR: nel cane 7-10 secondi e nel gatto 9-
13secondi.[4][12][15] 
 
Tempo di Tromboplastina Parziale Attivata (aPTT) 
 
L’aPTT è l’esame più sensibile per i fattori della via intrinseca (fattori VIII, 
IX, XI, XII) e della via comune (tutti eccetto il fattore VII). È più sensibile 
del tempo di coagulazione attivato (ACT) e non è influenzato da difetti 
dell’emostasi primaria.  Misura il tempo necessario affinché avvenga la 
coagulazione di un campione di plasma. Il campione viene raccolto in una 
provetta con ossalato o citrato, che agiscono come anticoagulanti in 
quanto chelanti gli ioni calcio presenti nel campione.  
Per attivare la via intrinseca della coagulazione, un attivatore (come 
fosfolipidi anionici, silice, celite, caolino, acido ellagico) e degli ioni calcio 
vengono addizionati e mescolati al campione di plasma. Il calcio ha lo 
scopo di annullare l'effetto anticoagulante dell'ossalato o del citrato, 
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mentre il caolino o i fosfolipidi anionici agiscono come sostituti delle 
piastrine.[4][6] 
Le sostanze maggiormente utilizzate come attivatori sono appunto il 
caolino e l’acido ellagico, mentre come fosfolipidi, utilizzati per accelerare 
la reazione, vengono utilizzate miscele contenenti estratti da cervello di 
coniglio e di bovino o dalla soia. Il test si basa sulla formazione di TF in 
presenza di PF3 e dei fattori II, V, VIII:C, IX, X, XI e XII. La procedura 
consiste nel riscaldare 0,1 mL di reagente e 0,1 mL di plasma citrato, a 
37°C. Raggiunta questa temperatura si aggiunge 0,1 mL di soluzione di 
cloruro di calcio con molarità 0,025, anche questa a 37°C. Al momento 
dell’aggiunta di questa soluzione parte un timer che si ferma quando 
comincia a formarsi la fibrina. Il valore ottenuto viene registrato e 
approssimato ai decimi di secondo.[5][12] 
Esistono numerosi reagenti per l’aPTT per cui si avranno differenze in 
sensibilità e specificità ed è proprio per questo che ogni laboratorio, in 
base ai reagenti utilizzati, stabilisca i propri metodi e i propri intervalli di 
riferimento. La letteratura riporta quest’intervallo da 10,6 a 19,9 
secondi.[17]  
Nel caso in cui il rapporto plasma: anticoagulante sia ridotto si può 
assistere ad un falso aumento dell’aPTT; un effettivo aumento invece è 
provocato da: DIC, avvelenamenti da rodenticidi, insufficienza epatica, 
iperfibrinogenolisi primaria e nella sindrome nefrosica. Una riduzione, 
come nel PT, si evidenzia in stati di ipercoagulabilità. Se effettuato in 
parallelo al PT, il quale risulta normale, indica un deficit solo dei fattori 
VIII, IX, XI e XII.[4][14]  
 
Fibrinogeno 
 
Il fibrinogeno è una proteina plasmatica solubile sintetizzata e 
immagazzinata nel fegato, con emivita nel cane di circa 2-3 giorni; è 
indispensabile nel legame tra piastrine durante l’aggregazione ed è il 
precursore della fibrina. Questa depositata nei tessuti costituisce 
l’impalcatura delle cellule infiammatorie, fibroblasti e cellule endoteliali. 
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Il fibrinogeno è anche una proteina della fase acuta, che aumenta nei 
processi flogistici in tutte le specie in quanto migra nei siti di 
infiammazione arginando il processo patologico.[1][4] 
Il test misura il tempo necessario affinché avvenga la coagulazione 
di plasma citrato diluito e addizionato di trombina: la diluizione aiuta a 
minimizzare l’interferenza con anticoagulanti come gli FDP (determinano 
inibizione della polimerizzazione della fibrina) o l’eparina (inibitore della 
trombina). Nella coagulazione, il fibrinogeno è convertito in fibrina grazie 
alla trombina o enzimi simili e la sua concentrazione nel campione deve 
essere almeno di 60 mg/dL 
 affinché si formi un coagulo.[11] 
Può essere analizzato con diverse metodiche, in base agli strumenti 
disponibili: 
- Tecnica refrattometrica: si basa sulla variazione della rifrazione della luce 
quando attraversa un liquido con dei soluti disciolti. Il plasma viene 
posizionato sul prisma di lettura del refrattometro sovrapponendo il 
coperchio. Per la lettura bisogna tenere lo strumento in posizione 
orizzontale esponendolo ad una luce intensa. Il valore è letto dall’occhio 
dell’operatore (appoggiato all’estremità opposta del prisma) osservando la 
scala delle proteine dove il siero determina una linea divisoria tra il campo 
chiaro e quello scuro. Si preparano due capillari per il microematocrito, 
con il primo si misurano le proteine totali e il secondo mette a bagnomaria 
a 56°C per 3 minuti (si avrà in questo modo la denaturazione del 
fibrinogeno); si effettua un’altra centrifuga e si misura nuovamente la 
concentrazione delle proteine totali; a questo punto si confrontano i valori 
differenti dei due campioni: la differenza rappresenta il valore del 
fibrinogeno. 
Questa tecnica presenta delle limitazioni, per esempio, un campione 
opalescente o lipemico determinano dei falsi aumenti inoltre variazioni di 
temperatura comportano delle alterazioni importanti. 
- Metodo di Clauss: questa tecnica misura il tempo necessario affinché si 
verifichi la coagulazione di plasma citrato diluito addizionando un eccesso 
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di trombina. Il tempo di formazione del coagulo è registrato in secondi e 
poi convertito in mg / dl o g / l basandosi su una curva standard. 
- Tecnica immunologica: utilizza anticorpi monoclonali diretti contro il 
fibrinogeno. 
Gli intervalli di riferimento, consultati in bibliografia, variano nel cane, 
gatto e cavallo da 200 a 400 mg/dL.[6][7] 
Come accennato prima, il fibrinogeno, essendo una proteina attiva nei 
processi flogistici sia acuti che cronici, può aumentare celando eventuali 
coagulopatie da consumo. Altre cause che ne determinano un aumento 
sono la gravidanza, gli estrogeni e terapie con corticosteroidi. Andamento 
particolare si ha nel gatto in cui, in risposta ad una patologia, non si 
innalza rapidamente come invece avviene nelle altre specie. 
Invece le cause che portano ad una ipofibrinogenemia sono: DIC, 
ipofibrinogenemia ereditaria, insufficienza epatica, malassorbimento, stadi 
terminali di malattie infine nei versamenti cavitari, neoplasie e shock si ha 
una riduzione del fibrinogeno a causa della sua rimozione dalla 
circolazione da parte della fibrinolisina o per rilascio di 
tromboplastina.[1][4][6] 
 
 
2.3.3.  Test di valutazione dell’emostasi terziaria 
La fibrinolisi è valutata tramite stima dei Prodotti di Degradazione della 
Fibrina e del Fibrinogeno e dei D-dimeri ma anche tramite con 
l’Antitrombina III (inibitore della coagulazione). 
In questa fase la plasmina, agendo sul fibrinogeno, determina la 
formazione di complessi ad alto peso molecolare: gli oligomeri X e Y; un 
ulteriore degradazione comporta la formazione del frammento D-dimero. 
Questo è il prodotto finale ed è formato da due frammenti D, che grazie al 
fattore XIIIa e al Ca2+, si legano e resistono all’azione della plasmina. 
Infine esistono altri paramenti, specifici di suddetta fase, come il 
Plasminogeno e l’Antiplasmina che ha un’azione diretta sulla plasmina.[6]  
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FDP’s 
Il test sui prodotti di degradazione della fibrina e del fibrinogeno studia la 
fibrinolisi in vivo. Gli FDP sono prodotti dall’azione proteolitica della 
plasmina sulla fibrina e sul fibrinogeno e sono dotati di proprietà 
antiemostatiche che quindi possono favorire l’insorgenza di emorragie 
spesso conseguenti ad una DIC.[2][8] 
Per l’uomo esistono diversi kit commerciali (basati sia sul plasma che sul 
siero) che impiegano anticorpi, per la determinazione dei FDP; alcuni di 
questi possiedono una cross-reattività sufficiente per essere utilizzati negli 
animali domestici. Il test di agglutinazione su latex, effettuato sul plasma, 
sembra essere sensibile per esempio nella rilevazione di DIC nel cane 
(Boisvert et al., 2001; Stokol et al., 1999). Gli anticorpi sono diretti in 
particolare contro i frammenti D ed E e la loro concentrazione è regolata 
in modo tale che l’agglutinazione macroscopica si verifichi quando la 
quantità di FDP supera i 2,5 mcg/mL. Per il prelievo si possono usare 
provette addizionate di trombina che favorisce la formazione della 
fibrina.[2][10] 
Un valore elevato di FDP indica un’aumentata lisi della fibrina 
solubile o insolubile e del fibrinogeno, questo avviene in corso di DIC in cui 
si ha l’attivazione sia dei processi coagulativi che fibrinolitici. Altre cause 
che portano ad elevati FDP sono: insufficienza epatica, iperfibrinogenolisi 
primaria, emorragie cavitarie, terapie immunosoppressive, anemia 
emolitica immuno-mediata, neoplasie, pancreatiti, dilatazione gastrica, 
traumi, sespi, nefropatie proteino-diperdenti e infine nell’insufficienza  
cardiaca cronica.[6][8][15] 
 
D-Dimeri 
 
I D-dimeri sono degli antigeni situati sulla fibrina quando questa viene 
organizzata in reticolo dal FXIIIa. La lisi della fibrina, indotta dalla 
plasmina ma non dal fibrinogeno, porta all’esposizione di questi antigeni 
all’interno di frammenti del reticolo di fibrina chiamati oligomeri X; il 
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prodotto più piccolo della loro frammentazione è il D-dimero legato al 
frammento E. 
I D-dimeri possono essere evidenziati tramite agglutinazione su latex (il 
più utilizzato) o test immunoturbidimetrici (migliore accuratezza). Nel 
primo test particelle di lattice ricoperte di anticorpi contro il D-dimero, 
sono messe a contatto con il plasma campione. Il D-dimero presente nel 
plasma reagisce con gli anticorpi, dando origine ad un’agglutinazione 
visibile ad occhio nudo. Il risultato è sia qualitativo, che semiquantitativo. 
Un ulteriore valutazione quantitativa del D-dimero si può ottenere tramite 
diluizioni scalari del campione. Il test è facile, rapido e poco costoso. I 
risultati possiedono una certa variabilità dovuta all’interpretazione 
soggettiva. 
I valori normali sia nel cane che nel gatto sono inferiori a 30 mcg/mL. 
Il test è utile per identificare trombosi in cani con DIC, ma in ogni 
situazione in cui si ha una fibrinolisi attivata (guarigione post-chirurgica o 
emorragie interne) può aumentare. Valori eccessivamente elevati sono 
indicativi di tromboembolismo.[6][8] 
 
Anti-trombina 
 
L’AT è un anticoagulante circolante ad azione inibente sull’eparina. Questo 
test si basa, infatti, sulla presenza di eparina, in un campione di plasma 
citrato, che attiva l’antitrombina e inibisce di conseguenza la trombina. 
L’inibizione della trombina è proporzionale alla concentrazione di AT. La 
trombina residua scinde il substrato cromogenico, che è dosato tramite 
test colorimetrici. I valori normali oscillano tra 90-150% nel cane. 
Questa proteina diminuisce nelle sindromi da iperviscosità, nella DIC, 
nefropatie, enteropatie proteino-disperdenti e negli stati settici, mentre 
aumenta in numerose patologie, in particolare, nel gatto e questo indica 
che si comporta come una proteina di fase acuta.[5][8] 
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Plasminogeno 
 
Plasminogeno è una α-globulina sintetizzata dal fegato in una forma pro-
enzimatica. È il precursore inattivo della plasmina, principale catalizzatore 
della degradazione della fibrina.  
Il test per il plasminogeno si basa sull'interazione tra plasminogeno e 
streptochinasi, una proteina batterica. Può essere utilizzata, sia nel cane 
che nel cavallo, anche l’urochinasi (una serin proteasi appartenente alla 
classe delle idrolasi che catalizza il taglio specifico del legame arginina-
valina del plasminogeno per formare plasmina). Il complesso di 
plasminogeno-urochinasi ha attività enzimatica e idrolizza il substrato 
cromogenico.  
La streptochinasi (o urochinasi) viene aggiunta in eccesso, in modo che 
tutto il plasminogeno nel campione si complessi con la plasmina. Dopo un 
breve periodo di incubazione, viene aggiunto il cromogeno adeguato al 
substrato. Nei successivi 0,5 - 5 minuti la reazione viene fermata con 
acido acetico e il colore è valutato tramite la sua lunghezza d'onda. 
Anomalie acquisite del plasminogeno si incontrano molto più 
frequentemente rispetto alle carenze ereditate. Una bassa concentrazione 
di questo analita si verifica nell’insufficienza epatica e quando vi è un 
aumentato consumo per esempio nella DIC o neoplasie uroepiteliali; in 
queste situazioni si instaura uno squilibrio tra gli attivatori del 
plasminogeno (prodotti da questi tumori) e le sostanze prodotte dal fegato 
che sono in grado di inattivarli. Aumenta invece in caso di flogosi essendo 
anche una proteina della fase acuta.[8][13] 
 
 
2.4. Interpretazione dei profili ricavati dai test di 
coagulazione 
 
Tutti i test descritti precedentemente aiutano a capire il meccanismo della 
coagulazione e ad individuare eventuali anomalie. Di seguito verranno 
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trattati esempi di profili ematici che un clinico è consueto incontrare nella 
pratica. 
1. Trombocitopenia con aPTT, PT e FDP normali. Questo quadro 
scaturisce da una mancata produzione o da un’aumentata 
distruzione piastrinica. Nel primo caso è utile indagare sul midollo 
osseo in particolare sui megacariociti tramite una biopsia. Si 
possono osservare condizioni di ipoplasia o aplasia midollare 
generalizzata; anche una mieloftisi secondaria a neoplasia può 
determinare una trombocitopenia. Invece l’eccessiva distruzione 
piastrinica può essere il risultato di un processo immuno-mediato 
primario o secondario. 
2. Trombocitopenia con allungamento del PT e aPTT e positività al test 
degli FDP. Ciò suggerisce un consumo di piastrine e fattori della 
coagulazione come nella DIC. Generalmente è associata anche ad 
una riduzione dell’AT, aumento di D-dimeri e presenza di schistociti. 
Queste alterazioni non sono sempre presenti nei soggetti con DIC.   
3. Conta piastrinica normale e allungamento di PT e aPTT. Questo 
profilo è molto comune è caratterizza svariati disturbi tra cui 
l’avvelenamento da rodenticidi (conta diminuita per perdita ematica) 
o epatopatie. Ma può anche essere una artefatto dovuto ad un 
prelievo di sangue da un catetere endovenoso eparinizzato o da 
errato rapporto sangue-anticoagulante. 
4. Conta piastrinica e PT normale allungamento dell’aPTT. Ciò indica un 
disturbo ereditario della via intrinseca, un rapporto 
plasma:anticoagulante basso oppure emoconcentrazione. 
5. Conta piastrinica e aPTT normale allungamento del PT. Questo, 
invece, indica un disturbo ereditario della via estrinseca, come la 
carenza del fattore VII, oppure, lo stadio iniziale dell’avvelenamento 
da anticoagulanti. 
6. Conta piastrinica, PT e aPTT normali e presenza di una diatesi 
emorragica. Tale profilo indica un disturbo della funzionalità 
piastrinica o un danno vascolare. Se ci fosse anche un 
prolungamento del tempo di sanguinamento indicherebbe 
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un’alterazione della funzionalità piastrinica associata a modificazioni 
piastriniche ereditarie o vWD.  
7. Trombocitosi. Tra le cause che portano ad un aumento delle 
piastrine troviamo: neoplasie, endocrinopatie, contrazione splenica, 
splenectomia o terapie immunosoppressive (ad es. con vincristina o 
prednisolone). Nei gatti sia associa spesso a disturbi 
mieloproliferativi o leucemia. 
8. Trombocitopenia (aggregati), alterazione dell’MPV e aumento di 
piastrine attivate. Indicativo di una trombocitopenia immuno-
mediata. Il rilevamento di anticorpi antipiastrinici sulle piastrine nel 
sangue o nel plasma è stato validato nei cani ma non nei gatti. 
9. Trombocitopenia, anemia, possibile sanguinamento e pancitopenia. 
Questi parametri possono giustificare il sospetto di ehrlichiosi. 
L’anemia in genere è non rigenerativa associata spesso a leucopenia 
e neutropenia. Nelle forme croniche è presente anche 
iperproteinemia e ipergammaglobulinemia (a volte talmente grave 
da causare iperviscosità sierica). 
10. Trombocitopenia, iperaggregabilità piastrinica, trombi piastrinici e 
anemia emolitica. Questo quadro è caratteristico della sindrome 
uremica emolitica associata a insufficienza renale acuta. 
11. Trombocitopenia, granulocitopenia e anemia non rigenerativa. 
Queste alterazioni potrebbero far sospettare la presenza di malattie 
retro virali come FeLV e FIV. Infatti nei gatti trombocitopenici è 
consigliato ricercare FeLV, FIV e FIP e malattie da rickettsie. Le 
piastrine dei gatti FeLV positivi o con DIC possono avere granulosità 
ridotta o vacuolizzazione. 
12. Infine considerare che tutte le epatopatie possono esitare in 
coagulopatie a causa della compromissione della sintesi dei fattori 
della coagulazione e da malassorbimento della vitamina 
K.[5][6][14][17] 
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CAPITOLO 3 
INTERVALLI DI RIFERIMENTO E CONTROLLI DI QUALITÀ 
3.1.  Intervalli di riferimento 
Il medico francese Broussais all’inizio del XIX secolo affermava che “la 
malattia fa allontanare lo stato fisiologico dal normale”. Da questa 
rivoluzione origina la necessità di riconoscere quanto la quantità o la 
concentrazione di una sostanza è compatibile più con lo stato di malattia 
che con quello di salute. 
Sempre in quel periodo, un noto statistico belga, Adolphe Quetelet 
propose per primo dei metodi matematico-statistici per riconoscere le 
caratteristiche “normali” ovvero quelle che sono osservate più 
frequentemente.[17][18] 
Il concetto moderno di intervalli di riferimento è stato introdotto e 
sviluppato da Gräsbeck e Saris nel 1969, infatti in questo periodo (1960-
1980), l’ultima idea di intervalli di riferimento doveva sostituire la nozione 
di normalità, la cui definizione era ormai chiara, attraverso diversi studi 
dedicati alla variabilità biologica (intra e interindividuale), alle condizioni 
preanalitiche, alla standardizzazione dei metodi di analisi, statistici e del 
controllo di qualità. Successivamente, nel 1980-2000, si svilupparono i 
primi lavori a riguardo. Vennero pubblicate anche le prime 
raccomandazioni nazionali e internazionali dall‘ IFCC-LM (International 
Federation of Clinical Chemistry – Laboratory Medicine) e altre società 
scientifiche. 
In questa fase determinare dei validi valori di riferimento, entra a far 
parte della prassi corrente di tutti i laboratori clinici, ma con alcune 
difficoltà, aggravate in più, dalle nuove tecnologie come la PCR. 
All'inizio del secondo millennio emerge la necessità di rivedere i concetti: i 
fondamenti restano invariati ma vengono esplorate nuove vie come il 
trasferimento degli valori di riferimento e un nuovo metodo (definito 
“robusto”) per determinare gli intervalli da una piccola popolazione. Il 
campo di applicazione si allarga includendo anche la medicina 
veterinaria.[19][20][21] 
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Gli intervalli, vengono usati dal clinico per comparare i valori ottenuti da 
un determinato paziente oppure per formulare una diagnosi. Quindi è 
importante conoscere l’origine di questi valori e come si ottengono; queste 
informazioni possono essere acquisite dal laboratorio stesso o dal 
produttore o rivenditore dello strumento o del test. Teoricamente i valori 
di riferimento dovrebbero essere definiti secondo alcune linee guida: lo 
standard C28-A2 del National Committee for Clinical Laboratory Standards 
(NCCLS) che costituisce la più recente raccomandazione per la 
formulazione degli intervalli di riferimento. Altre linee guida sono state 
proposte dalla Standing Committee on Reference Values dell’International 
Council for Standardization in Hematology (ICSH).[17][19][21]  
In medicina veterinaria, è difficile seguire queste linee guida a causa della 
grande varietà di specie e razze, (anche condizioni d’allevamento, 
produzioni etc.), infatti, la difficoltà maggiore consiste nel determinare 
una popolazione idonea da utilizzare come riferimento, tralasciando le 
specie selvatiche in cui si avrebbe un ridotto numero di animali disponibili. 
Inoltre, l'assenza di documentazione, circa gli intervalli, per molti analiti, a 
volte rende impossibile confrontarli. 
Le minime informazioni che devono essere disponibili per tutti i valori di 
riferimento comprendono: costituzione della popolazione di riferimento (ad 
esempio, specie, età, sesso, e l'ambiente), criteri di esclusione per gli 
individui di riferimento, il metodo con cui i campioni sono stati raccolti e i 
metodi analitici e statistici utilizzati per generare i valori di riferimento. 
Prima di descrivere la procedura per determinare gli intervalli di 
riferimento è opportuno definire alcuni concetti[Fig. 3][18][20] 
  
a) Individuo di riferimento: soggetto selezionato mediante criteri ben 
definiti per ogni studio. A tal proposito è importante definire lo stato 
di salute dello stesso.  
b) Popolazione di riferimento: gruppo costituito da tutti gli individui di 
riferimento. 
c) Gruppo campione di riferimento: un numero idoneo di soggetti 
selezionati dalla popolazione di riferimento. 
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d) Valore di riferimento: valore o risultato ottenuto dalla stima di un 
parametro di un individuo di riferimento. 
e) Distribuzione di riferimento: distribuzione dei valori di riferimento. I 
parametri di questa distribuzione possono essere valutati con metodi 
statistici. 
f) Limiti di riferimento: derivati dalla distribuzione di riferimento quindi 
ottenuti da tutti i risultati del campione del gruppo di riferimento. 
g) Intervalli di riferimento: è l’intervallo compreso tra i due limiti di 
riferimento, per cui comprende solo una frazione (di solito il 95% 
compreso tra 2.5% e 97.5%) dei valori degli individui di riferimento. 
h) Risultato: è la stima di un parametro, ottenuto mediante 
misurazione in un soggetto, per essere comparata con valori, 
distribuzioni, limiti e intervalli di riferimento. 
i) Intervallo di confidenza: è l’intervallo che indica la probabilità entro 
cui si ottiene il valore di un parametro di una popolazione 
sconosciuta; in pratica indica l’imprecisione della stima. Maggiore è 
la dimensione del campione di riferimento, migliore sarà 
l’approssimazione del campione di riferimento alla popolazione di 
riferimento e minore sarà l’intervallo di confidenza. 
 
Tab.1. Schema riassuntivo dell’iter per definire gli IR 
Gli intervalli di riferimento sono essenziali nella pratica del clinico e 
un’accurata interpretazione (normale o alterato) deve essere fatta con 
attenzione, in quanto, ad esempio, un valore che ricade nel range di 
normalità può comunque riflettere una patologia. Bisogna sempre 
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considerare lo stato fisiologico e patologico del paziente ed anche che la 
concentrazione di un analita varia da individuo a individuo. Per questo 
ogni misurazione deve essere raffrontata ad osservazioni fatte su individui 
di riferimento che appartengono alla stessa popolazione di riferimento con 
le stesse caratteristiche demografiche.[8][17][22] 
 
3.1.1.  Selezione degli individui di riferimento 
Identificare una popolazione di riferimento significa stabilire i criteri di 
esclusione. Oltre al primo criterio necessario cioè l’assenza della malattia 
indagata dal test in oggetto, altri criteri generali di esclusione possono 
essere: una malattia recente, trasfusioni e donazione di sangue recenti, 
terapie farmacologiche in atto, gravidanza.[24] 
Gli intervalli di riferimento si determinano su una popolazione ‘normale’ di 
riferimento apparentemente sana. Idealmente questa dovrebbe 
rappresentare l’intera popolazione di animali che generalmente afferisce a 
un determinato laboratorio, condizione difficile da realizzare. Nel caso in 
cui venga usato un numero ridotto di animali, alcune variabili legate alla 
popolazione possono influenzare la validità dell’intervallo di riferimento. La 
popolazione di riferimento dovrebbe, certamente, essere rappresentata da 
animali di diversa razza, sesso ed età e con contesto ambientale differente 
ma allo stesso tempo deve possedere un certo grado di omogeneità. Le 
analisi di distribuzione di frequenza dei dati raccolti possono evidenziare 
sub-popolazioni, con la presenza di più mode della curva di distribuzione. 
In alternativa, considerando aspetti epidemiologici si può verificare se 
esistano differenze negli intervalli di riferimento per gruppi esplicitamente 
separabili.[11][20][21] 
Se per riconoscere diversi fattori di esclusione e di ripartizione sono 
necessarie numerose osservazioni, molto spesso la possibilità di ottenere 
campioni di popolazione di riferimento numericamente sufficienti non è 
raggiungibile, per ragioni di costo, tempo, disponibilità di soggetti 
idonei.[11] 
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Nello specifico esistono tre metodi per ottenere gli intervalli di riferimento: 
1. Intervalli di riferimento definiti ex novo partendo da individui 
di riferimento. 
2. Trasferimento di intervalli di riferimento preesistenti su nuove 
metodiche/macchinari. 
3. Validare un intervallo di riferimento stabilito in precedenza. 
1). La determinazione dell’intervallo di riferimento ex novo è il metodo più 
frequentemente usato. Esistono due metodi: a priori o a posteriori. Uno 
dei punti fondamentali delle linee guida, era quello di scegliere 
un’appropriata popolazione di riferimento, utilizzando il metodo “a priori” 
in cui devono essere fissati i criteri per la selezione e l'esclusione prima di 
effettuare il prelievo di sangue e poi il campionamento. Nella pratica, 
questi parametri sono ritenuti teorici ed esigenti, per questo il metodo più 
utilizzato per la scelta della popolazione base è quello “a posteriori”, 
avvalendosi di database in cui sono presenti soggetti che sono stati 
sottoposti ai test di studio per altri scopi, (ad es. analisi preoperatorie).  
I criteri di esclusione prevedono che non ci sia alcun segno di malattia o 
somministrazione di farmaci (eccetto gli antielmintici) ma anche 
temperatura corporea, frequenza cardiaca e body condition score devono 
essere idonei poiché sono indici di scarsa salute o eccessivo stress. Il 
numero appropriato di soggetti di riferimento deve essere determinato 
secondo l’intervallo di confidenza desiderato. Il numero minimo 
raccomandato è di 120 individui nel gruppo di riferimento poiché è il più 
piccolo numero dal quale è possibile stimare il 90% degli intervalli di 
confidenza dei limiti di riferimento.[11][20][24] 
Nel primo documento della IFCC vi erano delle raccomandazioni riguardo 
la documentazione dettagliata delle modalità operative di campionamento 
e pratiche di controllo: la raccolta e lavorazione manuale devono avvenire 
secondo dei processi standardizzati poiché il trattamento improprio o 
campioni di scarsa qualità dovrebbero essere scartati dallo studio e ogni 
processo del campione e relativo percorso deve essere tracciato (ISO 
17511:2003 e ISO 18153:2003).[25] 
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2). Procedura ormai superata, consisteva nel trasferire gli intervalli di 
riferimento preesistenti su una nuova metodica o strumento. Le linee 
guida IFCC e CLSI raccomandano delle condizioni: l’intervallo di 
riferimento da trasferire deve essere ottenuto idoneamente e deve essere 
registrato e documentato in tutti i suoi passaggi; i metodi analitici devono 
essere comparabili e infine, le informazioni sul gruppo originale, su cui 
sono stati trovati gli intervalli di riferimento, devono essere disponibili e 
corrispondere alla nuova popolazione. 
  
3). Questa tecnica consiste nel testare 20 campioni e paragonarne i valori 
ad intervalli di riferimento provenienti da altre fonti. Il trasferimento può 
essere effettuato su differenti livelli, vale a dire intra-laboratorio (per 
sostituzione dei vecchi metodi con quelli nuovi) o inter-labortori (con altri 
laboratori); Tuttavia, le procedure e gli strumenti utilizzati sono 
essenzialmente gli stessi: 
- Scegliere l’intervallo di riferimento per il trasferimento 
- Convalidare dell’intervallo di riferimento  
- In caso di insuccesso: trasformare l’intervallo di riferimento 
comparando i vari metodi e accertandosi che siano appropriati. 
- Convalidare dell’intervallo di riferimento trasformato. 
- In caso di ulteriore insuccesso: stabilire gli intervalli ex novo. 
Quando si sceglie un intervallo di riferimento esterno, l'obiettivo principale 
dovrebbe essere focalizzarsi sulla metodologia e la popolazione utilizzata 
per stabilire il suddetto. Fattori, questi che aumentano la possibilità di una 
validazione (confronto con 20 soggetti sani che accedono al laboratorio e 
soddisfano tutti i criteri di esclusione e ripartizione). Secondo il documento 
del NCCLS la possibilità di trasferire gli intervalli di riferimento va 
verificata mediante l’esecuzione di 20 test su un campione di riferimento; 
se tutti i risultati ottenuti si trovano all’interno dell’intervallo di riferimento 
proposto o solo un risultato è al di fuori, l’intervallo è trasferibile. Se più di 
un risultato è al di fuori dell’intervallo, si possono eseguire altri 20 
campioni; se questi 20 campioni si trovano tutti all’interno dell’intervallo di 
riferimento meno di uno, l’intervallo è trasferibile; se ancora una volta più 
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di un risultato è al di fuori dell’intervallo di riferimento l’intervallo proposto 
dovrà essere rigettato.[11][20][24] 
L'applicabilità globale di un intervallo di riferimento in una 
popolazione di individui si basa sull’omogeneità della popolazione. In caso 
di disomogeneità è necessario identificare il sottogruppo che la causa e 
creare, eventualmente, intervalli di riferimento separati. A questo punto, 
avendo a disposizione un’adatta popolazione si sceglieranno random gli 
individui che costituiranno il gruppo campione rappresentativo della 
stessa.[19] 
 
3.1.2.  Calcolo degli intervalli di riferimento 
La teoria degli intervalli di riferimento è stata sviluppata più di 
30 anni fa, ma la sua applicazione nella maggior parte dei laboratori clinici 
è ancora oggi incompleta. Questo problema di incompletezza dipende da 
diverse ragioni tra cui la mancanza di standardizzazione dei metodi di 
analisi e la difficoltà nel reclutare il corretto numero di soggetti di 
riferimento. Con i recenti progressi il problema della standardizzazione si è 
ridotto, mentre l’altro punto potrebbe essere risolto tramite studi 
collaborativi multicentrici che mirano a stabilire intervalli di riferimento 
comuni.[26] 
L’elaborazione statistica dei valori di riferimento si attua in diverse fasi: 
- raccolta 
- ripartizione 
- distribuzione 
- identificazione dei valori aberranti o outliers 
- stima dei limiti di riferimento 
- stima dell’intervallo di confidenza dei limiti di riferimento. 
La ripartizione ha lo scopo di ridurre le variazioni e quindi restringere gli 
intervalli. Alcune partizioni possono essere intuitive (sesso), mentre altre, 
per esempio l’età, sono essere più difficoltose. Alcuni test statistici sulle 
medie (ad esempio analisi della varianza) o meglio test di confronto di 
variabilità (test F di Fischer, test di Bartlett, ecc.) possono aiutare a 
decidere se due gruppi sono diversi e quindi da ripartire o meno. È 
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necessario che, dopo la ripartizione, ogni sottogruppo mantenga una 
numerosità sufficiente. 
La rappresentazione della distribuzione dei dati raccolti (attraverso un 
istogramma) permette di osservare l’eventuale presenza di asimmetrie, 
outlier, bi o polimodalità. Questa ultima evenienza può suggerire la 
necessità di rivedere i criteri di inclusione/esclusione per la definizione 
della popolazione di riferimento o i limiti per le ripartizioni. 
I valori aberranti o outlier possono essere riconosciuti visivamente (fuori 
dalla curva di distribuzione) o valutati con criteri matematico – statistici. 
La stima dei limiti di riferimento può essere ottenuta per via intuitiva, 
quando, ad esempio, il campione è poco numeroso. Questo metodo non 
ha regole generali per la sua applicazione. 
Per calcolare gli intervalli sussistono delle problematiche, come ad 
esempio la scelta del metodo statistico o il mantenimento/eliminazione 
degli outliers. Tra i vari metodi, quelli più utilizzati sono il metodo 
parametrico e non parametrico.[18][21][24] 
 
Il metodo parametrico, utilizzato per la prima volta da Wootton et al. è 
quello più usato e si basa su una distribuzione Gaussiana; considera 
l’intervallo che ha come centro la media aritmetica dei valori e i limiti sono 
costituiti da più o meno due deviazioni standard, quindi, delimitando un 
limite inferiore ed uno superiore. In questo modo il 95% circa dei soggetti 
sani rientrano nei valori di riferimento.[25] (Fig. 3) 
 
Harris e Boyd (in Statistical bases of reference values in laboratory 
medicine) analizzarono e compresero che, se la distribuzione dei valori è 
deviata in maniera asimmetrica i valori possono essere trasformati in 
maniera logaritmica o quadratica per produrre una distribuzione gaussiana 
per poi poter definire gli intervalli; questo metodo però, può essere 
applicato in poche situazioni. Infatti se i dati non si distribuiscono secondo 
questa curva, la scelta è o trasformarli (solitamente dalla funzione 
logaritmica y = In(x); dove x è il valore di riferimento) o di utilizzare il 
metodo non parametrico.[8][24] 
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Distribuzione parametrica 
 
Fig.3. Distribuzione parametrica di un analita in una popolazione sana. Da Intervalli di riferimento 
degli esami di laboratorio. In Appunti di Metodologia e Tecnica in Ematologia Veterinaria (2004).G. 
Lubas, Ediz. Seu, pp9. 
 
In questo modo si genera un intervallo di confidenza più ristretto, in 
particolare quando si hanno un numero di campioni limitato.[20] 
 
Il metodo non parametrico (ampiamente descritto dall’ IFCC) è basato sul 
calcolo dello 0,025 e 0,975 percentile e i dati sono distribuiti secondo una 
curva diversa dalla Gaussiana. Quindi questo metodo si basa 
sull’ordinamento crescente dei risultati e sull’uso dei percentili come limiti 
di riferimento.[24](Fig.4) 
 
Per calcolare i percentili è necessario ordinare in maniera crescente i valori 
ottenuti dalla popolazione di riferimento. Se n è il numero dei campioni, la 
posizione che corrisponde al risultato più vicino al percentile 2,5 viene 
calcolata con la seguente formula (n + 1) x 0,025, invece la posizione più 
vicina al percentile 97,5 con la formula (n + 1) x 0,975. 
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Distribuzione non-parametrica 
 
Fig.4. Distribuzione non-parametrica di un analita in una popolazione sana. Da Intervalli di 
riferimento degli esami di laboratorio. In Appunti di Metodologia e Tecnica in Ematologia 
Veterinaria (2004). G. Lubas, Ediz. Seu, pp9. 
 
Si scartano circa il 2,5% dai primi e dagli ultimi valori delle concentrazioni 
ordinate. Il minimo e il massimo dei valori rimasti rappresentano i due 
limiti del 95% dell’intervallo di riferimento. Il documento IFCC raccomanda 
anche che i limiti di riferimento debbano essere sempre presentati insieme 
al loro intervallo di confidenza del 90%. La larghezza dell’IC diminuisce 
con l’aumentare del numero di soggetti valutati e rappresenta un 
indicatore affidabile della incertezza dei limiti di riferimento. Per calcolare 
l'incertezza intorno ai limiti sono necessari almeno 120 soggetti: in questo 
caso, quando i dati sono disposti in ordine crescente, il percentile 2,5° è il 
terzo valore della serie e il 97,5° percentile è il 118, mentre l'IC del 90% 
per il limite inferiore si estende dal primo al settimo valore e per quello 
superiore si estende dal 114 al valore 120.[8][21][24] 
Teoricamente, questo approccio dovrebbe essere di facile applicazione, ma 
il limite del numero di soggetti necessari, il costo delle analisi e la 
variazione di alcuni analiti in base all’ età, come ad es. la creatinina, la 
fosfatasi alcalina o gli ormoni sessuali costituiscono rilevanti difficoltà.[28] 
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Quindi quando la popolazione di riferimento è rappresentata tramite una 
distribuzione Gaussiana, il metodo parametrico dà intervalli più precisi. 
Quando invece la distribuzione non è gaussiana, indica la presenza di una 
forte variabilità che potrebbe portare ad intervalli inaccurati e imprecisi, 
per cui è consigliabile l’utilizzo del metodo non parametrico.[25]  
Una “sufficiente significatività statistica” indica che i limiti trovati 
corrispondono ai limiti “veri” della popolazione di riferimento e che non 
siano invece falsati da eventuali errori di campionamento.[24]  
Per superare i problemi relativi al metodo non parametrico Horn et al. 
hanno proposto un ulteriore metodo definito “robusto”, basato su una 
trasformazione dei dati originali secondo l’algoritmo proposto da Box e 
Cox seguita da una elaborazione impostata sull’uso di indicatori robusti, 
cioè in grado di fornire risultati corretti anche in situazioni lontane dalle 
condizioni ideali. Questi algoritmi permettono di ottenere stime accurate 
degli intervalli di riferimento anche con campioni limitati (anche solo 20). 
Per calcolare l’intervallo di confidenza dei limiti definiti con questo metodo, 
è possibile utilizzare tecniche di “bootstrap” in cui le osservazioni sono 
ricampionate, con sostituzione dei dati originali, creando uno “pseudo-
campione” da cui derivare gli intervalli. Questo processo è ripetuto circa 
1000 – 2000 volte creando, così, una distribuzione dei limiti di 
riferimento; prendendo il 5° ed il 95° centile di questa distribuzione è 
possibile definire l’intervallo di confidenza al 90%. Un inconveniente di 
questo approccio è che l’IC del 90% può essere molto ampio se il 
campione è piccolo (sono necessari almeno 80 individui per ottenere 
accettabili IC).[21][24] 
Ultimamente sono state pubblicate dall’ ASVCP (American Society for 
Veterinary Clinical Pathology) delle nuove e rigide linee guida per la 
costruzione di intervalli di riferimento. La ASVCP collegandosi alle linee 
guida proposte da CLSI-IFCC consiglia l’uso del metodo non parametrico 
per più di 120 campioni; l’uso del metodo robusto quando si hanno tra 40 
e 120 campioni; l’uso del metodo parametrico tra i 20 e i 40 
campioni.[21][26] 
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Un'altra strada più rapida e meno costosa per estrarre intervalli di 
riferimento è l’uso di banche dati esistenti, contenenti numeri molto 
elevati di dati di pazienti; ciò non va confuso con l’approccio “a posteriori” 
a meno che nella banca dati siano presenti anche dati clinici affidabili. I 
primi lavori sono basati sul fatto che la maggior parte dei risultati prodotti 
da un laboratorio è “normale” e si può quindi applicare una elaborazione 
statistica in grado di distinguere la distribuzione dei valori dei soggetti 
“sani” da quella dei soggetti “non sani”. Esistono diversi limiti di questo 
approccio come il non rispetto dei criteri definiti dalla IFCC (ad esempio le 
caratteristiche della popolazione di riferimento); i risultati ottenuti 
dipendono fortemente dal modello di calcolo applicato; se non si 
conoscono a priori le caratteristiche della popolazione di riferimento non si 
riesce ad applicare un modello matematico corretto; gli aspetti pre-
analitici non sono controllati e infine è estremamente difficile fornire prove 
della tracciabilità dei dati ottenuti, per cui gli intervalli sono applicabili solo 
dal laboratorio che li ha definiti e non sono generalizzabili. Questo 
approccio, per quanto invitante, non è considerato di prima scelta per la 
definizione degli intervalli di riferimento e potrà al più essere utilizzato 
come metodo di verifica o di validazione di un intervallo definito in modo 
convenzionale.[20][25][27] 
Come accennato prima, un problema nella determinazione degli intervalli 
di riferimento sono gli outliers. Qualunque metodo si utilizzi per calcolare 
gli intervalli, la presenza di valori anomali può significativamente 
modificare i limiti, nonostante siano applicati complessi metodi matematici 
e statistici. Quindi rilevare ed eventualmente escludere questi valori è di 
rilevante importanza. Osservando la distribuzione dei dati è possibile 
evidenziarli e una volta trovati bisogna considerare la possibilità di 
eliminarli utilizzando dei metodi statistici che giustificherebbero la loro 
esclusione; chiaramente dovrebbero sussistere delle valide ragioni come 
ad esempio particolari condizioni del soggetto o problemi analitici. Nel 
caso in cui venisse eliminato un outliers, bisognerebbe riconsiderare la 
distribuzione della popolazione residua per essere sicuri che si siano creati 
altri outliers. 
53 
 
Esistono anche dei test per rilevare la presenza degli outliers: il test 
Dixon-Reed’s e il test di Tukey. Il test Dixon-Reed’s si basa sul rapporto 
D/R dove D è il valore assoluto della differenza tra l’outlier e il valore 
precedente o successivo ad esso mentre R rappresenta l’intero range di 
osservazione dal minimo al massimo compresi gli outliers. Un documento 
della CLSI propone 1/3 come limite per questo rapporto; risulta però 
essere un test poco sensibile, in particolare, quando vi è più di un valore 
anomalo e quando si discostano poco dalla distribuzione (rischierebbero di 
mascherare anche gli altri outliers). 
Il test di Tukey invece prevede l’identificazione dei valori estremi 
utilizzando il 50% centrale del campione, riconoscendo in questo modo la 
presenza di più possibili outliers.[21][24][25] 
 
Altro argomento da chiarire è la suddivisione in sottoclassi che spesso 
sono basate su età e sesso. In realtà qualsiasi differenza osservata, può 
essere statisticamente significativa se le dimensioni del campione sono 
grandi. Non esistono delle regole per valutare quale suddivisione sia più 
valida; l’unico metodo è l’applicazione del test Harris-Boyd (trattato nelle 
linee guida di IFCC e CLSI).[21] 
Concordet riporta che quando un campionamento diretto non è possibile, 
può essere applicato, secondo le linee guida, un campionamento indiretto. 
Gli intervalli di riferimento ottenuti però devono essere considerati come 
stime approssimative, come se i dati fossero contaminati da un numero 
imprecisato di individui non sani. Diversi metodi statistici sono stati 
proposti per stimare il 2,5 e il 97,5 percentili partendo da dati inquinati, e 
i più semplici sono quelli che stabiliscono valori di cut-off minimo e 
massimo, oltre i quali i dati vengono scartati. 
Questo approccio è facile da concretizzare, ma può essere facile anche 
ottenere dei risultati “Bias”. Secondo Kairisto e Poola dopo la rimozione 
dei valori ottenuti dagli animali malati, i dati rimanenti si distribuiscono 
come due mezze curve Gaussiane. Secondo Bhattacharya si parte dal 
presupposto che sani e malati abbiano una distribuzione gaussiana, 
considerando però che molti analiti hanno una distribuzione asimmetrica, 
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infine Baadenhuijsen et al. hanno esteso questo metodo a tutti gli altri tipi 
di distribuzione dati. Il metodo proposto da Concordet è quello di 
discriminare, in maniera probabilistica, un soggetto sano da uno malato. È 
stabilito che un valore alto avrebbe una minima probabilità di appartenere 
ad un individuo sano e invece un’alta probabilità di appartenere ad un 
individuo malato. La distribuzione viene valutata come se tutti i valori 
appartenessero a soggetti sani, ma durante il calcolo ciascun valore 
osservato è analizzato secondo la probabilità che esso sia stato ottenuto 
da un individuo sano. Le stesse operazioni vengono effettuate per la 
distribuzione dei malati, cioè un valore alto ha una bassa probabilità di 
essere ricavato da un individuo sano, per cui nel calcolo della distribuzione 
dei sani viene scartato. Questo metodo risulta valido finché vi è una 
correlazione tra le probabilità utilizzate per i calcoli e le distribuzioni 
ricavate.[17][19][21]  
 
3.1.3.  Interpretazione degli intervalli di riferimento 
L’interpretazione dei dati di laboratorio è un processo basato 
sull’esperienza e sulla conoscenza della fisiologia, dei processi patologici 
ma anche sulla capacità di individuare eventuali fattori che possono 
determinare comparsa di errori in ogni fase del processo diagnostico. Per 
una corretta interpretazione bisogna considerare il maggior numero di 
informazioni sul paziente. 
In un profilo di laboratorio sono compresi numerosi test e questo aumenta 
la probabilità che almeno uno tra tutti i parametri si presenti alterato; ad 
esempio, se in un soggetto sano vengono richiesti 20 misurazioni, esiste 
una probabilità di circa 64% che almeno un parametro non risulti normale. 
Di conseguenza per valutare se questo valore è allarmante, bisogna 
verificare di quanto se ne discosta, in quanto alcuni valori posso 
aumentare senza destare preoccupazione; un esempio potrebbe essere il 
livello sierico di creatinchinasi che può essere elevato per inquinamento 
dell’ago a causa del contatto con i tessuti corporei durante il prelievo; 
mentre in alcuni casi minime variazioni (ad esempio pH ematico) possono 
risultare pericolose per il paziente.  
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Quando si ottiene un risultato anomalo bisogna rapportarlo a diversi 
fattori come: 
 Anamnesi, esame clinico e diagnosi differenziali formulate in 
precedenza. 
 Ampiezza dell’anomalia. 
 L’anomalia può essere dovuta ad un errore pre-analitico (digiuno 
inadeguato etc.)? 
 Qualità del campione 
 Razza dell’animale (es. gli Akita Inu possono avere iperkaliemia da 
emolisi in vitro). 
 Il risultato anomalo può essere spiegato con la presenza di malattie 
intercorrenti?  
 Il risultato anomalo può dipendere dalla somministrazione di 
farmaci? 
Nella pratica è utile effettuare dei profili di base che comprendano esame 
emocromocitometrico, un profilo biochimico completo ed un esame delle 
urine in modo tale da avere una visione generale dello stato del paziente. 
Questo approccio può permettere di formulare una diagnosi o una lista di 
diagnosi differenziali e può anche indirizzare verso test più specifici per 
indagare su particolari organi o processi patologici.[5][8][11]  
Il risultato di un esame di laboratorio può essere interpretato solo per 
confronto. Nel caso di esami effettuati “per controllo” si possono utilizzare 
i valori ottenuti su un gruppo di soggetti ritenuti sani (intervalli di 
riferimento); per valutare la probabile  presenza di una malattia possiamo 
confrontarci con limiti definiti in base al livello di probabilità di 
presenza/assenza della malattia stessa che vogliamo accertare (limiti 
decisionali); infine, nel caso del monitoraggio, il riferimento migliore è 
rappresentato dal confronto con valori precedenti dello stesso individuo e 
la differenza che ne consegue: se il risultato ottenuto è simile ai 
precedenti, anche se dovesse trovarsi fuori intervallo, sarebbe comunque 
una situazione accettabile; se invece il risultato fosse eccessivamente 
diverso dai precedenti, anche se come valore assoluto ricadesse all’interno 
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dell’intervallo potrebbe essere preoccupante. Ciò deriva dalla variabilità 
biologica intra e interindividuale. 
Il IFCC (e CLSI) affermano che i limiti di decisione sono diversi, perché 
''sono sulla base di altre conoscenze scientifiche e mediche e essi possono 
essere correlati a una specifica condizione medica''[32] inoltre nel processo 
decisionale bisogna basarsi anche sui conectti di sensibilità, specificità e 
predittività dei risultati di un test.[8][28] 
 
 
3.2.  Validazione dei test 
 
L’interpretazione di un risultato di laboratorio affinché sia valida deve 
necessariamente essere accompagnata dalla conoscenza e verifica di 
alcune qualità caratteristiche dei test utilizzati: accuratezza, precisione, 
sensibilità e specificità, massimo errore ammissibile ed altri. [5][6][8][11] 
 
Accuratezza. Indica quanto un risultato ottenuto si avvicina al reale valore 
del parametro in esame. Quindi un test si definisce accurato quando la 
media di più risultati si avvicina al valore reale. L’accuratezza è in grado di 
determinare l’errore sistematico (bias) di un metodo. A tal proposito 
possiamo distinguere un errore sistematico costante, che si verifica 
quando le misurazioni sono di continuo più alte o più basse del valore vero 
e un errore sistematico proporzionale, cioè quando le differenze tra i due 
valori sono correlate alla concentrazione dell’analita.  
L’accuratezza è determinata con diversi metodi: 
- Recupero a picco: la concentrazione di un analita nei campioni è 
misurata prima e dopo l’aggiunta di una quantità nota di analita; 
- Controlli della linearità: le misurazioni avvengono prima e dopo la 
diluizione dei campioni con un’apposita sostanza; 
- Utilizzo di materiale di controllo fornito dal produttore con valori 
dell’analita prestabiliti; la sostanza standard viene analizzata una 
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serie di volte poi successivamente con metodi statistici si valuta la 
differenza tra il valore medio ottenuto e quello atteso; 
- Comparazione tra metodi: valuta l’entità dell’errore sistematico di 
un metodo correlandolo ad un altro.  
 
Precisione. Indica se i risultati ottenuti sono riproducibili nel tempo quando 
il test viene ripetuto; è indipendente dall’accuratezza ed è in grado di 
determinare l’errore casuale (random). Un metodo, quindi, si definisce 
preciso quando esiste solo una piccola varianza fra i risultati ottenuti dopo 
ripetute analisi. Si distingue in precisione: 
- Intra-saggio: cioè viene stabilita misurando differenti campioni due 
volte o misurando diverse volte lo stesso campione; 
- Inter-saggio: i campioni (almeno 3 con bassa, media e alta 
concentrazione dell’analita) vengono analizzati due volte al giorno 
per almeno 5 giorni e successivamente si calcolano valori medi, 
coefficienti di variazione e deviazioni standard. 
Si esprime in percentuale e si calcola, dividendo i campioni in base alla 
concentrazione dell’analita (bassa, media e alta), tramite deviazioni 
standard.  
 
La valutazione dell’accuratezza (errore analitico sistematico) e della 
precisione (errore analitico casuale) permettono di valutare l’errore 
analitico totale di un metodo. 
 
Sensibilità e specificità. Si calcola dopo aver analizzato un certo numero di 
campioni, suddividendoli in quelli con valore normale e quelli con valore 
alterato; la sensibilità si ottiene dal rapporto tra il numero dei malati il cui 
risultato è alterato e il numero totale dei malati. La specificità invece si 
ottiene dal rapporto tra il numero dei soggetti non malati con risultato del 
test normale e il numero totale dei soggetti non malati. 
 
Massimo errore ammissibile. Si intende il massimo margine di errore che 
può essere tollerato affinché un test mantenga un’utilità nella diagnostica 
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clinica. Una volta determinato possono essere definiti gli scopi del 
controllo di qualità per mettere appunto un sistema di controllo interno 
per monitorare il loro raggiungimento.  
 
Praticabilità. Indica la facilità di esecuzione della tecnica, velocità, basso 
costo e sicurezza.  
Robustezza. Definisce la possibilità di fornire risultati accettabili 
nonostante modificazioni della tecnica. 
Sensibilità analitica. Possibilità di un metodo di differenziare due risultati 
molto vicini. 
 
Ulteriori aspetti da prendere in considerazione sono la capacità del test di 
rilevare i soggetti malati (TP, veri positivi) dai soggetti sani (TN, veri 
negativi) e l’incapacità del test di rilevare adeguatamente i soggetti malati 
(FN, falsi negativi) da quelli sani (FP, soggetti sani falsi positivi). 
Detto questo altri parametri utili nella validazione di un esame di 
laboratorio sono: 
- Sensibilità diagnostica (Se) è la misura della frequenza di un test 
positivo quando una nota malattia è presente nel gruppo di animali 
TP/TP+FN 
- Specificità diagnostica (Sp) è la misura delle frequenze di un test 
negativo in assenza di una particolare malattia 
TN/TN+FP 
- Prevalenza (P) è la probabilità che un soggetto abbia la malattia 
[(TP+FN)/N] 
- Efficienza (Ef) è la probabilità di un test di classificare correttamente 
soggetti sani dai malati in una popolazione in cui esiste una certa 
prevalenza di malattia 
[Se x P]+[Sp x (1-P)] 
- Valore predittivo positivo (PPV) il valore predittivo di un risultato di 
test positivo è la probabilità di malattia (D+) dato un risultato di test 
positivo (T+) 
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- Valore predittivo negativo (NPV) il valore predittivo di un risultato di 
test negativo è la probabilità di non avere la malattia (D-) dato un 
risultato di test positivo (T-).[6] 
 
3.3.  Controlli di qualità 
 
Il controllo di qualità è un processo effettuato da ogni laboratorio, 
indispensabile, per un’idonea e continua valutazione dell’attendibilità dei 
risultati ottenuti dai vari test. 
Consiste in quella parte del processo in cui un errore analitico viene 
monitorato statisticamente, affinché si possa, in qualsiasi momento, 
rilevare inesattezze di possibile importanza clinica. 
Di solito il QC si svolge su due livelli (vedi oltre):  
1. Interno: programmato ed effettuato con frequenza variabile nel 
laboratorio; 
2. Esterno: effettuato da autorità esterne affinché vi sia un certo grado 
di uniformità dei risultati tra i diversi laboratori.[6]  
Il fine è quello di assicurare che i vari test abbiano la capacità di rilevare 
variazioni patologiche piuttosto che analitiche o biologiche, infatti, 
un’adeguata conoscenza delle variazioni biologiche è utile per 
un’applicazione appropriata dei QC. 
Sono stati introdotti recentemente nei laboratori medici (1960) per 
controllare le performances dei processi analitici, questo perché è 
cresciuta l’esigenza di una maggiore qualità della diagnostica 
accompagnata anche dalla necessità di contenere i costi. 
A tal proposito si è affermato il Total Quality Management (TQM), 
adoperato in molti laboratori, che si delinea un sistema gestionale atto a 
rafforzare il processo.[11][29] 
In questo contesto la gestione della qualità include pratiche di laboratorio 
(ad esempio, procedure e protocolli), ma anche controllo, garanzia, 
miglioramento e pianificazione della qualità. Il miglioramento e la 
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pianificazione della qualità sono strumenti per implementare e predisporre 
modifiche, al fine di correggere o prevenire eventuali problemi di qualità.  
Oggi il quadro è stato integrato nel sistema di qualità standard, (ISO 
15189: 2007), per i laboratori medici. Questa norma è stata suggerita, 
nello specifico, per il laboratori veterinari.[13] 
Attualmente esistono dei programmi che verificano la conoscenza delle 
pratiche di laboratorio mettendo a disposizione personale qualificato per la 
supervisione degli strumenti e dei metodi applicati, anche se la spesa del 
servizio è eccessiva per la maggior parte dei liberi professionisti.[3] 
 
3.3.1.  Total Quality Management (TQM) 
Come accennato prima il TQM consiste in un processo di controllo totale 
della qualità sia gestionale che produttiva. Il concetto di qualità 
comprende anche la conformità alle richieste e aspettative degli utenti; 
infatti i fondamenti del TQM si possono riassumere in: attenzione al 
cliente; impegno nella gestione; formazione del personale; prestazioni e 
procedure di controllo e il confronto con varie attrezzature per il 
miglioramento della qualità. 
In questo contesto i costi devono essere considerati come costi necessari 
per la qualità e si dividono in: costi di prevenzione. ad esempio per la 
formazione del personale o per la calibrazione degli strumenti e costi di 
valutazione, cioè quelli necessari ai vari controlli di qualità.  
La struttura gestionale del TQM può essere schematizzata in 4 punti: 
1) Qualità dei processi di laboratorio (QLP): comprende tutte le 
pratiche e procedure, definisce le modalità di attuazione del lavoro 
in ogni suo aspetto. 
2) Controllo di qualità (QC): comprende procedure di controllo 
statistico e non come i controlli di linearità, controllo dei reagenti e 
delle temperature. 
3) Valutazione della qualità (QA): identificata con misure e controlli 
generali sulle prestazioni del laboratorio come l’identificazione dei 
campioni, il tempo che intercorre tra la richiesta delle analisi e la 
registrazione dei risultati etc. 
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4) Sistemi di qualità (QS): insieme degli elementi utili 
nell’organizzazione del lavoro per il raggiungimento degli obiettivi 
stabiliti.[11][29] 
 
3.3.2.  Controllo variabili 
Il fine ultimo dei controlli di qualità è quello di ridurre al minimo la 
possibilità di eventuali errori che potrebbero compromettere in qualche 
modo i risultati dei test. 
Nel contesto del processo diagnostico, i controlli, sono adottati a tutti i 
livelli, dal campionamento alla consegna dei risultati, ovverosia nelle fasi 
pre-analitica, analitica e post-analitica. Ognuna delle fasi ha le proprie 
fonti di variazione che devono essere mantenute ad un livello tale da non 
influire sul risultato finale. 
Fase pre-analitica. In questa fase potrebbero verificarsi degli errori nelle 
procedure di campionamento, manipolazione del campione e spedizione al 
laboratorio. Campioni inappropriati o di scarsa qualità potrebbero 
generare nel peggiore delle ipotesi gravi errori. Risulta essere una fase 
delicata in quanto ci sono molte variabili e individui che entrano in gioco 
rendendo problematico il coordinamento.[11] 
Il campionamento fondamentalmente è influenzato dal tipo di test che si 
vuole eseguire. Durante il prelievo deve essere raccolta una quantità 
idonea di sangue e si effettua dalle vene giugulari (se si necessita di una 
rilevante quantità) oppure dalle vene cefaliche o safene. La procedura del 
prelievo prevede rasatura della zona dell’accesso venoso, disinfezione, 
utilizzo di aghi delle dimensioni appropriate per la taglia del soggetto; 
deve essere completato abbastanza rapidamente per evitare alterazioni 
del campione (ad esempio un prelievo traumatico o lento può attivare le 
piastrine e determinare la formazione di microtrombi) e inserito in una 
provetta specifica in base alla tipologia di test. 
Alcuni test possono essere influenzati anche da fattori propri dello stato 
del paziente come assunzione di cibo, farmaci o stress. 
Anche nella manipolazione del campione vi sono numerose variabili da 
tener sotto controllo. Esistono diversi tipi di provette con differenti 
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anticoagulanti ognuna delle quali specifica per gli analiti che si vogliono 
esaminare, ad esempio l’EDTA può interferire con il dosaggio del Calcio e 
Magnesio. La quantità di sangue deve essere adatta in base 
all’anticoagulante.  
Se il campione deve essere spedito in un laboratorio esterno sarebbe 
opportuno separare tramite una centrifuga (impostando in modo preciso 
velocità, timer e temperatura) il siero o il plasma dalla parte corpuscolata 
e conservarlo a circa 10°C; il campione deve sempre essere 
accompagnato da un documento che identifica il paziente (nome, specie, 
razza, età, sesso e un numero identificativo) ed eventualmente da una 
breve anamnesi o indicazioni. Sistemi di identificazione che utilizzano 
codici a barre minimizzano gli errori che possono verificarsi in questa fase. 
Successivamente avviene la registrazione del paziente previo controllo di 
tutti i dati.  
Altro aspetto da considerare è il tempo trascorso tra la richiesta del test e 
la registrazione del risultato (il cosiddetto “Turnaround Time”) imprevisti 
possono portare ad un allungamento dei tempi.[6][8] 
Come abbiamo detto precedentemente emolisi, lipemia e ittero sono 
alterazione pre-analitiche che incidono nella fase analitica e 
successivamente nei risultati di un test (vedi “Preparazione del 
campione”). 
 
Fase analitica. Molti degli errori propri di questa fase sono dovuti a degli 
errori verificatisi nella fase precedente e molte variabili possono essere 
individuate e controllate: 
 
Documentazione del processo analitico. Affinchè non si verifichino degli 
errori durante le procedure è utile la presenza di una documentazione che 
descriva, in ogni passaggio, ogni operazione del processo. A tal proposito 
sono state create le Procedure Operative Standard (POS), tenendo in 
considerazione le fonti di variazione che sono specifiche per ogni 
laboratorio e descrivono il materiale e i singoli passaggi da eseguire, 
standardizzando la metodica; la questione chiave è quella di evitare 
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“errori grossolani” che comunque potrebbero determinare gravi 
conseguenze per il paziente. (Le POS interessano anche la fase pre-
analitica, infatti fattori come quantità di campione, l’uso di anticoagulanti, 
manipolazione, trasporto etc. sono tutti passaggi contabilizzati nel 
POS).[11][29] 
 
Controllo della competenza tecnica. Un’appropriata preparazione del 
personale di laboratorio e un regolare monitoraggio delle competenze è 
importante per garantire una standardizzazione delle tecniche e una 
costante validità dei risultati. 
 
Controllo statistico dei metodi analitici. Le prestazioni dei metodi analitici 
solitamente sono monitorate attraverso l’analisi di campioni con 
concentrazione nota dell’analita e seguente comparazione del valore 
ottenuto con quello atteso. I campioni a concentrazione nota dell’analita 
sono chiamati materiali di controllo e circoscrivono i limiti entro cui devono 
essere compresi i campioni analizzati. 
 
Materiali di controllo. Questo materiale è fornito da produttori specializzati 
in forma stabile, in aliquote o provette e che siano utilizzabili per un lungo 
periodo di tempo, in quanto solitamente i laboratori fanno rifornimenti con 
periodicità annuale. È preferibile che il materiale di controllo abbia la 
stessa matrice dei campioni abitualmente utilizzati per il test in esame 
(per esempio una matrice proteica per un test normalmente eseguito su 
siero di sangue). La forma più frequente di conservazione è la 
liofilizzazione, che necessita di ricostituzione con acqua distillata o 
specifico diluente. Sono disponibili anche materiali già in forma liquida, 
che eliminano i potenziali errori dovuti alla ricostituzione, ma la loro 
matrice può contenere diverse sostanze che possono essere fonte di 
errori. Differenti lotti dello stesso materiale possono avere concentrazioni 
diverse, per cui si rende necessario stabilire il valore medio e la deviazione 
standard per ogni lotto. La grandezza delle provette in cui i materiali 
arrivano deve essere adatta al metodo analitico da controllare e alle 
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esigenze del laboratorio. I prodotti di controllo possono essere acquistati 
come “dosati” o “non dosati”. Quelli “dosati” sono provvisti di valore 
medio, deviazione standard e di una lista di valori attesi in base alla 
concentrazione, ma sono più costosi. 
 
Principi generali per i grafici di controllo. Un metodo comunemente usato 
per valutare i valori osservati per il materiale di controllo è quello di 
utilizzare i grafici di controllo di Levey-Jennings che permettono una 
rapida valutazione dei dati ottenuti (Fig.6). Possono essere riprodotti 
riportando manualmente i risultati di controlli su grafici prestampati, o che 
vengono generati, elaborati e memorizzati dalla maggior parte degli 
autoanalizzatori. I grafici mettono in relazione i valori osservati (sull’asse 
delle x) con il tempo (sull’asse delle y). Sul grafico sono presenti anche i 
valori di riferimento, rappresentati con due linee orizzontali, una per il 
limite superiore e una per quello inferiore. Questi valori di riferimento 
sono ottenuti calcolando il valore medio e la deviazione standard dei valori 
di ripetute misurazioni e fissati solitamente a ± 2 o 3 deviazioni standard 
dalla media, in modo da comprendere rispettivamente il 95% e il 99,7% 
dei valori. L’effetto dei valori outliers è minimizzato dall’eliminazione di 
tutti i valori che eccedono dalla media ± 3,1 - 3,8. La variabilità di questo 
fattore è dipendente dal numero di dati (3,14 per n = 30; 3,47 per n = 
100; 3,66 per n =200 e 3,83 per n = 400). Di solito il grafico è costituito 
dai dati ottenuti nell’arco di un mese, con una o due misurazioni 
quotidiane. Se il metodo analitico in esame è funzionale, la maggior parte 
dei valori cadono all’interno dell’intervallo di riferimento, se c’è un 
problema di accuratezza i valori risultano spostati da un lato, e in gran 
parte cadono al di fuori di uno dei limiti; se è presente un problema di 
precisione, invece, i valori hanno un andamento fluttuante e possono 
eccedere sia il limite superiore che quello inferiore.[8][33] 
 
Identificazione delle fonti di errori analitici. I metodi di controllo statistico 
individuano la presenza di un problema che determina una diminuzione 
della qualità analitica rispetto a quella stabilita per il laboratorio, ma non 
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identifica la causa del problema, e di conseguenza non la elimina. Nella 
pratica, un mezzo molto efficace per l’individuazione della causa di un 
problema è quello di attuare un’ispezione del metodo analitico, degli 
strumenti e materiali utilizzati, dei reagenti e dei campioni, per assicurarsi 
che il test sia eseguito correttamente. È possibile eseguire anche brevi 
controlli di funzionalità degli strumenti, per distinguere errori di origine 
chimica da quelli dovuti agli strumenti. Il tipo di errore può, inoltre, fornire 
un’indicazione sulla causa; per esempio un errore sistematico spesso 
dipende da un problema di calibrazione, mentre errori casuali dipendono 
da fattori come variazioni nella miscelazione di campioni e reagenti o 
stabilità della temperatura dell’acqua. 
 
Strumentazione e reagenti. Il laboratorio dovrebbe provvedere alla 
manutenzione degli strumenti e alla risoluzione di qualsiasi calo delle 
performance, utilizzando istruzioni del produttore. Inoltre il laboratorio 
dovrebbe porre attenzione ai reagenti e alle loro calibrazioni, specificando 
ogni volta il numero di lotto e di serie e la data di ricezione ed essere 
eliminati alla data di scadenza. È buona pratica confrontare i reagenti di 
un nuovo lotto con quelli precedenti tramite la misurazione di campioni in 
parallelo per assicurarsi che non ci siano variazioni importanti delle 
performance. 
 
Calibrazione. Per assicurare un’idonea procedura diagnostica, il laboratorio 
dovrebbe costantemente controllare i reagenti e la strumentazione. Molti 
strumenti e molti reagenti usati in veterinaria sono stati studiati per 
campioni umani, per questo motivo i campioni su cui sono stati messi a 
punto i calibratori sono di origine umana e gli effettivi calibratori sono 
composti da materiale biologico che somiglia a quello umano ma solo in 
pochi casi è effettivamente di origine umana se non in forma denaturata. 
Nella gran parte dei casi vengono forniti dalle ditte in conformità alle linee 
guida e sono già testati dal produttore che valuta le performance 
utilizzando gli strumenti o procedure di analisi per cui vengono 
commercializzati e fornendo così ai laboratori le performance attese. 
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Qualora durante una calibrazione i risultati ottenuti non corrispondano a 
quelli forniti dalla ditta, il laboratorio non può procedere ad utilizzare lo 
strumento fino a che non venga risolto il problema e non sia di nuovo 
calibrato. 
 
Fase post-analitica. In questa fase, poiché il campione è già stato 
processato, gli errori possono verificarsi nella trascrizione dei dati, nello 
scambio dei risultati tra due pazienti o infine, nell’interpretazione dei 
risultati nel caso in cui il medico non fosse a conoscenza dell’anamnesi o 
altre importanti informazioni del paziente.[6][8][29] 
 
3.3.3.  Controlli di qualità esterni e interni 
Come accennato prima, esistono due tipologie di controlli: interni, ed 
esterni. I controlli interni hanno lo scopo di monitorare giorno per giorno 
tutti i processi in tutte le loro fasi. Il POS, ad esempio, rappresenta un tipo 
di controllo interno, motivo per cui dovrebbe essere sempre aggiornato e 
migliorato. 
In linea di massima, i controlli interni si distinguono in Controlli di Qualità 
Continuo e Controlli di Qualità a Lungo Termine. 
I primi vengono effettuati sui singoli campioni, se applicato ai contaglobuli 
elettronici e consiste in una serie di operazioni come il confronto diretto 
dei campioni da esaminare con campioni di controllo, valutazione degli 
istogrammi, interferenze tollerate e/o tollerabili; quelli a Lungo Termine 
invece, sono effettuati su più campioni e considerano la precisione e 
l’accuratezza delle analisi  e l’andamento dei risultati delle analisi con 
l’ausilio di materiale di controllo.[6][8] 
Per quanto riguarda i controlli esterni spesso sono sponsorizzati dalle ditte 
produttrici del materiale di controllo. Questi controlli vengono eseguiti con 
programmi che coinvolgono un certo numero di laboratori, incaricati di 
analizzare lo stesso lotto di materiale di controllo. I dati ottenuti vengono 
inviati periodicamente alle aziende, che elabora rapporti permettendo così 
di confrontare i risultati dei vari laboratori.[5][29] 
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INTRODUZIONE 
 
Lo scopo del lavoro è stato definire gli IR di alcuni parametri del profilo 
coagulativo del cane, impiegando uno strumento in uso di recente dal 
laboratorio di Patologia Clinica Veterinaria del Dipartimento di Scienze 
Veterinarie dell’Università di Pisa, cioè il Destiny Plus, prodotto dalla 
Trinity Biotech con i vari reagenti tra cui Thromboplastin, aPTT+CaCl2, 
Fibrinogen kit e Antithrombin III (FXa), kit prodotti da HemoDiagnostica. 
Questo perché i parametri analizzati, PT, aPTT, fibrinogeno e AT, sono 
innanzitutto degli indicatori specifici del sistema di coagulazione del 
sangue e per il fibrinogeno marcatore dell’infiammazione. L’importanza di 
definire gli IR adeguatamente oltre che per una corretta interpretazione, 
serve anche a scoprire, quali variabili, e come queste influenzano il 
risultato e la diagnosi. 
Dopo una breve descrizione dello strumento, dei suoi metodi di 
misurazione e dei reagenti, vengono definiti dei nuovi IR. La selezione dei 
campioni e il calcolo degli IR sono stati effettuati seguendo le linee guida 
ASVCP.[22] 
L’analisi del PT ha richiesto delle ulteriori operazioni e l’intera popolazione 
è stata suddivisa in tre periodi di tempo per permettere di studiarne 
meglio l’andamento. Potendo confrontare tre momenti, cioè tre periodi in 
cui il laboratorio ha utilizzato diversi IR per il PT è possibile avere un 
quadro più ampio del parametro, osservando come varia al cambiare di 
alcuni fattori: reagenti (tessuto, specie, ricombinante), lotto, rapporto 
campione-reagente, livelli ematici di eparina e strumento utilizzato. Di 
conseguenza sarebbe opportuno che ogni laboratorio definisse i propri 
IR.[31] 
Nello studio vengono, anche analizzate due differenti metodiche di lavoro 
dello strumento Destiny PlusTM: la misurazione meccanica e quella ottica 
(per ogni analita studiato, eccetto che per l’AT). In contemporanea nello 
stesso periodo, sono stati testati diversi reagenti che sono stati quindi 
confrontati. 
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CAPITOLO 4 
MATERIALI E METODI 
4.1.  Campioni 
I dati necessari per realizzare gli IR sono stati estrapolati direttamente dal 
software interno allo strumento, presente nel laboratorio di Patologia 
Clinica Veterinaria dell’Ospedale Didattico Veterinario “Mario Moderato” del 
Dipartimento di Scienze Veterinarie dell’Università di Pisa, sotto forma di 
foglio di calcolo Office Excel®; in questo foglio i dati sono schematizzati 
per colonna come segue: 
A. Identificazione 
B. Test 
C. Rapporto di diluizione 
D. Stato del test 
E. Risultato del test 
F. Unità di misura 
G. Flag (Tab.2) con lettura adeguata questo campo è vuoto altrimenti 
riporta, più frequentemente: 
Flag 
N No clot 
E Campione vuoto 
H/L Alto/basso 
R Errore reagent 
r Risultato ripetuto automaticamente 
a Risultato originale del test ripetuto 
e Errore  
Tab.2. Flag: simboli segnalati dallo strumento che indicano vari tipi di errore (con possibili 
associazioni ad esempio: NLr= campione basso ripetuto). 
 
H. Identificativo del risultato 
I. Valore paziente (1° lettura) 
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J. Valore paziente (2° lettura) 
K. Numero canale (1° lettura) 
L. Numero canale (2 °lettura) 
M. Identificativo file (1° grafico) 
N. Identificativo file (2 °grafico) 
 
I dati del lavoro si riferiscono ad un arco di tempo che va da maggio 2015 
a giugno 2016. Quindi sono stati valutati 1883 referti di pazienti, da questi 
sono stati esclusi dallo studio i gatti (211 soggetti). Dai dati rimanenti è 
stato selezionato il campione di riferimento, cioè i cani “sani” (751 
soggetti), che presentavano i parametri del profilo coagulativo nei range 
utilizzati attualmente dal laboratorio (al massimo prendendo dei valori che 
rientravano nella 3DS; questo procedimento è stato fatto per aPTT, 
fibrinogeno e AT).(Tab.3) L’analisi è stata effettuata su campioni 
processati esclusivamente con metodo meccanico (nella pratica il 
laboratorio utilizza di default il metodo meccanico, riservando la 
misurazione ottica in quelle situazioni in cui il risultato meccanico si 
discosta notevolmente dal range di normalità). Quindi sono stati calcolati i 
nuovi intervalli di riferimento sui dati così ottenuti come previsto dalle 
linee guida della ASVCP.[22] 
 
IR in uso nell’ODV 
Parametro IR Unità di misura 
PT 
I° 5,2 – 7,6 
sec II° 5,5 – 11,4 
III° 5,2 – 7,6 
aPTT 10,6 – 19,9 sec 
FIB 125 – 335 mg/dL 
AT 91 – 147 % 
Tab.3. IR attualmente in uso nell’ODV, con i quali è stata selezionata la popolazione di partenza. 
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Il PT è stato valutato in maniera diversa: l’intera popolazione è stata 
suddivisa in tre periodi: 
 I° periodo = maggio 2015 – ottobre 2015 
 II° periodo = novembre 2015 – marzo 2016 
 III° periodo = aprile 2016 – giugno 2016 
Per ogni periodo, i campioni sono stati selezionati con criteri diversi, cioè 
sono stati usati gli IR in uso nel secondo periodo, invece per il primo e il 
terzo, gli IR che il laboratorio utilizzava precedentemente a quelli attuali. 
Da tutti i dati raccolti, sono stati estrapolati anche dei campioni (117 
referti) processati sia con metodo meccanico che ottico (Fig.5), ma anche 
utilizzando due differenti reagenti. Tali dati sono stati utilizzati per 
effettuare una valutazione circa le rispettive prestazioni, confrontando i 
risultati. Nella valutazione delle due metodiche è stato necessario 
eliminare, dalla popolazione di partenza, alcuni dati per rendere omogenee 
le due variabili, per quanto riguarda invece, il confronto fra i reagenti, è 
stato effettuato solo su campioni di aPTT. 
Numero di campioni per ogni parametro 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5. Lo schema indica in numero di campioni di ogni parametro, calcolato con entrambi i metodi. 
OTTICO
PT 69
aPTT 52
aPTT Assel 44
Phospholin
e ES
44
Fib 72
N° campioniReagenteN° campioniParamentroMetodo
MECCANICO
PT 84
aPTT 58
aPTT Assel 45
Phospholin
e ES
45
Fib 77
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Per questo lavoro sono stati utilizzati tutti i campioni disponibili (quindi 
utilizzando anche quelli fuori intervallo), in particolare dai dati del 
fibrinogeno, processati con metodo ottico, sono stati scartati risultati 
superiori a 1000 mg/dL perché sfalsavano in modo considerevole risultati 
e grafici dell’analisi statistica. 
 
4.2.  Strumento 
 
Destiny Plus™ è un coagulometro prodotto dalla Trinity Biotech PlC, IDA 
Business Park, Bray, Co. Wicklow, Ireland (Fig.6). Si tratta di un 
analizzatore automatico, che permette lo studio in vitro dei parametri 
della coagulazione del sangue e della fibrinolisi. Questo strumento può 
essere immaginato come un cronometro comandato da uno 
spettrofotometro che, attraverso soglie di start/stop gestite da algoritmi 
specifici, determina la misura dell'analita in esame. 
In pratica una parte di plasma citrato, preventivamente centrifugato, 
viene addizionato con un reagente specifico; la macchina, attraverso 
sistemi ottici o meccanici cronometra e registra il tempo necessario alla 
formazione del coagulo nel caso di test coagulativi o il tempo necessario 
ad ottenere una variazione colorimetrica nei test cromogenici. Il sistema 
ottico provvede ad acquisire i dati tal quali, questi poi vengono convertiti 
in risultati strumentali attraverso un software che analizza e estrapola i 
dati. 
Destiny Plus™ 
 
Fig.6 – Analizzatore Destiny Plus™ 
2 
1 
1 
1 
3 
1 
4 
1 
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1. Monitor touch screen: attraverso questo monitor è possibile valutare 
i volumi dei reagenti e dei campioni, programmare i tempi di 
incubazione, i tempi di misurazione, visualizzare curve e grafici etc; 
2. Cassetto cuvette: può contenere 10 piastre, ognuna delle quali 
presenta 20 pozzetti per la misurazione ottica e 24 per quella 
meccanica; 
3. Vassoi reagenti: quest’area ha una temperatura che si aggira tra i 
12.5 e i 17.5 °C (essenziale per la conservazione) e può contenere 
dai 26 ai 31 reagenti. 
4. Vassoi campioni: possono essere inseriti sino a 50 campioni con un 
volume minimo di 5 µl. Lo strumento è in grado di effettuare diverse 
diluizioni (da 1:1 a 1:100), inoltre effettua una diluizione automatica 
quando il risultato eccede i limiti della curva di calibrazione. 
 
Il suo funzionamento si basa su 5 metodi: 
- Modalità meccanica: metodo della sfera 
- Modalità ottica:  
 Rilevazione del coagulo ottico 
 Misurazione ottica (Delta E) 
 Test cromogenico 
 Analisi immunoturbidimetrica 
 
Lo strumento può effettuare misurazioni sia quantitative che qualitative e 
permette di analizzare i seguenti parametri: PT, aPTT, Fibrinogeno, Tempo 
di Trombina, AT, Proteina C, Proteina S, Antiplasmina, Eparina, 
Plasminogeno ed altri. 
 
Misurazione meccanica 
 
Metodo della sfera. Questo metodo si basa sulla formazione di filamenti di 
fibrina che si attaccano ad un dispositivo in movimento che infine 
completa o apre un circuito elettrico. Praticamente il test ha come 
endpoint la formazione di fibrina. 
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Lo strumento possiede dei vassoi con provette. Ogni misurazione 
meccanica ha una punta al centro e una sfera di acciaio inox(Fig.7). Si 
genera un campo magnetico al centro del cilindro sottostante che inizia a 
ruotare. La sfera segue la rotazione, tracciando la circonferenza non in 
maniera continua ma muovendosi di circa 90° in avanti e 60° indietro.  
Vengono monitorati sia l’ampiezza che la frequenza del movimento della 
sfera. Lo strumento registra ogni cambiamento di questi due parametri. 
All’inizio della coagulazione, i filamenti di fibrina impediranno il movimento 
della sfera che cambierà in ampiezza e frequenza. Un sensore registra 
questi cambiamenti fermando automaticamente la misurazione del tempo. 
Processo: si inseriscono campioni e reagenti nei pozzetti; trascorso il 
periodo di incubazione viene aggiunto il reagente di partenza, in questo 
momento si avvia la misurazione del tempo. Una volta formato il coagulo 
stabile, il movimento della sfera cesserà completamente (la soglia 
predefinita delle variazioni di ampiezza e frequenza è stata raggiunta); se 
questo non avviene, lo strumento registra un movimento continuo della 
sfera segnalando “no clot”. Praticamente viene misurato il tempo trascorso 
dall’aggiunta del reagente di partenza sino a quando inizia la formazione 
della fibrina.  
 
 Raffigurazione del metodo della sfera 
 
 Fig.7- Misurazione meccanica: rappresentazione delle componenti e del movimento della sfera (2) 
prima della formazione del coagulo 
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Misurazione ottica 
 
Rilevazione ottica del coagulo. Il principio di base di questo sistema è che 
appena inizia la coagulazione, l’incremento della densità ottica della 
miscela porta alla riduzione della quantità di luce trasmessa. 
Lo strumento misura la trasmittanza iniziale e rileva ogni variazione di 
questo parametro nel tempo. La variazione (tra la lettura iniziale e quella 
finale) è usata per calcolare i risultati, in più lo strumento inizia la 
misurazione dopo un tempo predefinito (tempo morto) e non subito dopo 
l’aggiunta del reagente starter, questo fa sì che venga minimizzato 
l’effetto di alcune condizioni come la lipemia.   
Processo: la prima parte del processo è uguale a quello meccanico 
(aggiunta campioni e reagenti); con l’aggiunta del reagente di partenza 
parte la misurazione del tempo. Un fascio di luce (405nm) passa 
attraverso la provetta; questo fascio è monitorato da un sensore, il quale 
registra ogni cambiamento nella trasmittanza della miscela. Appena inizia 
la coagulazione, la densità ottica della miscela si modifica permettendone 
la rilevazione da parte dello strumento. Terminata la reazione, la 
misurazione del tempo si ferma. (Fig.8) 
 
Raffigurazione del metodo ottico 
 
Fig.8- Meccanismo di rilevazione del coagulo: dall’emissione del fascio sino al sensore. 
 
Lo strumento raccoglie i dati della trasmittanza dal fotometro e li 
processa: durante il “tempo morto”, i dati vengono raccolti dal fotometro 
ma non sono analizzati; trascorso questo tempo i dati vengono analizzati 
in modo tale da raggiungere una linea di base stabile (tasso zero di 
cambiamento). Da questo punto in poi, le informazioni sono elaborate sino 
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al raggiungimento dell’endpoint. Lo strumento poi calcola la derivata 
prima dei dati e cerca la pendenza massima (tasso massimo di 
cambiamento). Il risultato generato è la differenza di tempo tra l’aggiunta 
del reagente starter fino al raggiungimento della pendenza massima. 
 
In alcuni casi, i campioni generano una curva bifasica, di solito accade con 
campioni di femmine nel postpartum, pazienti con politrauma etc. 
(soprattutto in umana; in veterinaria sporadicamente accade con il 
fibrinogeno). In questo caso si generano due pendenze massime dovute al 
fatto che, nel caso di campioni che generano una curva bifasica, il tempo 
necessario ad ottenre la prima pendenza massima non è sufficiente a 
raggiungere l’endpoint. La reazione di coagulazione quindi continua 
generando una seconda pendenza massima seguita dal raggiungimento 
dell’endpoint. Il tempo preso tra l’aggiunta del reagente e il 
raggiungimento della seconda pendenza massima sarà il risultato 
generato. 
Delta E. Lo strumento Destiny Plus è in grado di generare la DF 
(Fibrinogeno derivato) a partire dalla procedura PT (Tempo di 
Protrombina). Impostando solo il DF, la procedura è ottica, e il dato che si 
ottiene dal fotometro è processato usando il metodo del "delta E ottico". 
Se si imposta contemporaneamente sia il PT ottico che il DF, il dato che si 
ottiene durante la misura del PT ottico viene processato usando sia il 
metodo ottico della coagulazione che il metodo del "delta E ottico". 
Processo: praticamente il meccanismo è uguale a quello precedente, 
successivamente se la soglia di accettazione di 50mE dopo il 
raggiungimento della stabilità (linea di base A0) viene superata, viene 
calcolato il delta E tra A1 e A0. Il delta E è calcolato in mE/min ed è 
direttamente proporzionale alla concentrazione di fibrinogeno (la sua 
concentrazione è definita per confronto con una curva standard). 
Se invece la soglia di accettazione di 50mE non viene superata, il risultato 
generato viene riportato come "NE"- non determinato. 
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Metodo cromogenico. Questo metodo utilizza degli enzimi che reagiscono 
con specifiche sequenze peptidiche. Una specifica sequenza determina il 
clivaggio del sito. Nelle analisi cromogeniche, una sequenza 
amminoacidica sintetica (cromoforo) rappresenta il substrato dell’enzima.  
Processo: la sequenza del sito attivo è legata ad un cromoforo otticamente 
attivo. L’enzima rompe questo legame, rilasciando il cromoforo. 
Le caratteristiche ottiche del cromoforo libero devono essere 
significativamente diverse da quelle del cromoforo legato al sito attivo, 
così da creare un cambiamento ottico misurabile. L'attività enzimatica è 
quantificata dal tasso di rilascio del cromoforo. Una volta inserito 
campione e reagente, un fascio di luce monocromatica (405 nm) passa 
attraverso le cuvette e un sensore registra i cambiamenti in trasmittanza 
della miscela di reazione. All'aggiunta del reagente il tasso di variazione 
della trasmittanza viene misurato a intervalli prestabiliti. 
La variazione è calcolata in mE/min e, anche in questo caso, la 
concentrazione viene calcolata per confronto con una curva standard. 
Metodo immunoturbidimetrico. Questo metodo è utilizzato per misurare le 
variazioni in assorbanza delle reazioni ottiche. Un esempio è il saggio 
immunoturbidimetrico “Trinity Biotech Auto D-Dimer” (CRS126), utilizzato 
per quantificare il livello di DD nel plasma. Prevede l’utilizzo di micro 
particelle di polistirolo, le quali hanno degli anticorpi monoclonali attaccati 
covalentemente. In presenza di antigeni D-Dimeri multimerici si forma un 
complesso, a causa dell’incremento dell’assorbanza della miscela. I 
complessi particella/anticorpo sono di dimensioni tali che, colpite da un 
fascio monocromatico (405nm) non presenteranno delle variazioni di 
assorbanza. 
Se gli antigeni specifici sono aggiunti alla sospensione contenente i 
complessi, questi si legano agli anticorpi. Se la quantità di antigeni 
aggiunti è abbastanza grande si formeranno vari complessi. Questi, a loro 
volta, se di grandi dimensioni possono decrementare la luce trasmessa.  
Il tasso, in cui varia l’assorbanza dipende dalla concentrazione 
dell’antigene: tanto più alta è la concentrazione dell’antigene tanto più 
velocemente si svilupperà la reazione. La reazione progredisce in modo 
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lineare finché non vi sarà un eccesso di antigeni; a questo punto 
l’assorbanza inizia a decrescere con incremento della quantità di antigeni.  
L’algoritmo di massima pendenza prende in considerazione la reazione nel 
punto in cui questa inizia ma anche nella porzione di reazione in cui 
l’incremento dell’assorbanza è massimo. Il delta di assorbanza usato per il 
calcolo è la variazione massima di assorbanza.  
Il valore è riportato come mE/min e la concentrazione è calcolata tramite 
confronto con una curva standard. [32] 
 
 
4.3.  Reagenti 
Esistono diversi reagenti ognuno specifico per il parametro da valutare. 
Tutte le varie operazioni, come diluizioni o raggiungimento di precise 
temperature, sono automatizzate. Presso il laboratorio di Patologia Clinica 
Veterinaria del Dipartimento di Scienze Veterinarie dell’Università di Pisa 
vengono utilizzati i seguenti reagenti: 
PT. Thromboplastin HD11-304 / HD11-410 HemoDiagnostica è un kit di 
reagente tissutale a base di tromboplastina (cervello di coniglio) utilizzato 
per la determinazione del PT. Il reagente viene conservato a 2-8 °C in cui 
rimane stabile fino alla scadenza riportata (se conservato a questa 
temperatura, una volta aperto rimane stabile per 7 giorni); va ricostituito 
con acqua distillata.  
La procedura prevede il preriscaldamento di Thromboplastin a  
37 °C, aggiunta di 0,1 ml di plasma in una cuvetta ed incubazione, 
sempre, a 37 °C; successiva aggiunta di 0,2 ml di reagente nella cuvetta; 
infine viene rilevato il tempo di formazione del coagulo.[33] 
Il precedente reagente, è stato poi sostituito con RecombiPlasTin 2G – 
002002950 HemosIL®, contenente un fattore tissutale ricombinante 
umano (RTF); rappresenta una preparazione liposomica che contiene RTF 
umano rilipidato in una miscela sintetica di fosfolipidi con l’aggiunta di 
cloruro di calcio, tampone e conservanti. Poiché l’RTF non contiene fattori 
della coagulazione contaminati, il reagente ha elevata sensibilità alle 
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carenze dei fattori II, V, VII e X per cui è adatto al dosaggio dei fattori 
della via estrinseca, inoltre, è insensibile a livelli terapeutici di 
eparina.[34]  
 
aPTT. aPTT + CaCl2, HD 10-131 HemoDiagnostica è un reagente tissutale 
(cervello di coniglio) utilizzato per la determinazione del tempo parziale di 
tromboplastina attivata (APTT) ed il dosaggio coagulativo dei fattori 
basato sul APTT modificato. 
Il suo tempo di conservazione è maggiore rispetto ai precedenti (30giorni 
a 2-8°C); non è da ricostituire ed è importante che al momento dell’uso 
sia a temperatura ambiente. 
Procedura: 
a) Preriscaldare a 37 °C un volume sufficiente di cloruro di calcio 
b) Pipettare 0,1 ml di campione nella relativa provetta 
c) Poi pipettare 0,1 ml di reagente in ciascuna provetta 
d) Incubare a 37 °C per cinque minuti 
Dopo l’attivazione pipettare velocemente 0,1 ml di cloruro di calcio, 
precedentemente riscaldato, in ciascuna provetta e iniziare a 
cronometrare il tempo di coagulo (questa è la procedura manuale, 
effettuata completamente dalla macchina.[35]  
 
Fibrinogeno. Il Fibrinogen Kit HD 21-100 HemoDiagnostica, è costituito 
da: 
1) Preparazione liofilizzata contenente trombina bovina (75 NIH U/ml), 
tampone, stabilizzanti e conservanti; 
2) Plasma di calibrazione: plasma umano citrato liofilizzato contenente 
tampone e conservanti; 
3) Tampone Imidazolo: imidazolo (30 mmol/l), cloruro di sodio (125 
mmol/l) e sodio azide (0,1%) come conservante. 
Il reagente Trombina ricostituito è stabile per 12 giorni a 2–8°C. vengono 
effettuate delle diluizioni del plasma con tampone imidazolo. 
 Procedura: 
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1) Ricostituire il reagente trombina e riscaldare a temperatura 
ambiente; 
2) Mettere le cuvette in un porta-cuvette posto nell’area di 
preparazione non riscaldata; 
3) Inserire una sfera in ogni cuvetta 
4) Pipettare 0,1 ml di campione diluito in ogni cuvetta; 
5) Chiudere il coperchio, rimuovere il porta-cuvette, trasferendolo nel 
canale di lettura, e mescolare 4-5 volte; 
6) Incubare per 1-3 minuti; 
7) Aprire il coperchio, pipettare 0,05 mol di reagente trombina in ogni 
cuvetta; 
8) Registrare i risultati del tempo di coagulazione in secondi ed 
estrapolare la concentrazione dalla curva di calibrazione.[36] 
 
Anti-trombina. Antithrombin III (FXa) kit HD 1200 / HD 1205 
HemoDiagnostica permette la determinazione in vitro dell'attività 
dell'Antitrombina III, nel plasma citrato umano; tramite tecnica 
cromogenica con metodo amidolitico anti Xa. 
Il kit contiene due reagenti: uno a base di FXa bovino, l’altro è un 
substrato cromogenico di FXa. Non ha particolari indicazioni riguardo la 
preparazione ed ha un tempo di conservazione medio rispetto agli 
altri.[37] 
 
Durante il periodo analizzato, il laboratorio ha testato altri due reagenti 
(come accennato nella parte generale riguardo gli IR del PT, aPTT e 
Fibrinogeno, il laboratorio prova diversi reagenti e metodi analitici in base 
alle necessità e/o studi): 
 
PHOSPHOLINE ES 21-402 r2Diastostics è un reagente a base di acido 
ellagico con fosfolipidi derivati dalla lecitina di soia, tamponi, stabilizzatori 
e conservanti, utilizzato per quantificare l’aPTT. Il kit contiene un secondo 
reagente a base di cloruro di calcio. 
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Per effettuare il test si miscelano il plasma citrato in esame e il reagente 
APTT per circa 3 minuti a 37°C, in seguito si aggiunge il secondo reagente 
preriscaldato (37°C), da questo punto inizia la formazione le coagulo che 
verrà rilevato dallo strumento.[38] 
 
APTT ASSEL ASR03021, invece è un reagente utilizzato sempre per l’aPTT 
e per le analisi basate su aPTT utilizzando l’attivatore acido ellagico. Il 
reagente contiene Tab.4: 
 
Componenti del reagente APTT ASSEL ASR03021 
Acido ellagico 0,003% 
BES 1,06% 
PVP-10 1% 
Idrossido di potassio 0,3% 
Fenolo 0,3% 
Acido borico 0,2% 
Cloruro di potassio 0,1% 
Trizina – HCl 0,008% 
Fosfolipidi da cervello di coniglio 0,007% 
Sieroalbumina bovina 0,005% 
acqua a volume 
Tab.4. Componenti del reagente APTT ASSEL ASR03021 con le rispettive quantità (%). 
 
La conservazione e la stabilità sono nella media ed è indispensabile che, al 
momento dell’uso, sia a temperatura ambiente.[39] 
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4.4 Intervalli di riferimento 
 
5.4.1 Metodica statistica 
L’analisi statistica è stata effettuata con l’ausilio di un software: MedCalc® 
versione 15.11.  
Una volta importati i dati selezionati, per prima cosa si valuta la 
distribuzione campionaria; il programma offre diversi test: per questi dati 
è stato utilizzato il Kolmogorov-Smirnov test. È un test non parametrico, 
che valuta la massima discrepanza tra la distribuzione cumulativa dei 
campioni e la distribuzione cumulativa normale. In questa operazione, 
oltre a definire il tipo di distribuzione, il programma dà una serie di 
informazioni come caratteristiche generali del campione, media, mediana, 
varianza etc. 
Se la distribuzione è normale, per calcolare gli intervalli di riferimento è 
stato utilizzato il metodo parametrico: viene indicato il limite inferiore e 
quello superiore (in pratica le due deviazioni standard) con i rispettivi 
intervalli di confidenza. Se invece, la normalità non viene accettata, gli 
intervalli sono definiti tramite metodo non parametrico: il limite inferiore è 
rappresentato dal percentile 0,025, mentre quello superiore dal percentile 
0,095. 
Quando vengono impostati i test è possibile, inoltre, osservare 
graficamente la distribuzione tramite il tracciato Box-Whisker, valutando 
l’eventuale presenza di outlier; la loro presenza potrebbe avere un effetto 
negativo nella determinazione degli IR soprattutto quando la distribuzione 
è normale. Attraverso il test di Tukey (questa opzione si trova nella 
sezione specifica degli IR) si possono identificare, e una volta eliminati, i 
dati rimanenti dovrebbero essere rivalutati per verificarne un ulteriore 
presenza.[22][40]  
Il confronto delle due metodiche è stato effettuato tramite due procedure: 
l’analisi della regressione lineare, cioè un metodo che rappresenta la 
relazione fra due variabili quantitative, in questo caso i due tipi di 
misurazione e il test non parametrico di Passing-Bablock; anche questo si 
basa sulla regressione lineare e non considera la distribuzione dei 
84 
 
campioni e degli errori di misura; sia la pendenza (B) che l’intercetta (A) 
sono calcolate con il loro IC (95%).[40] 
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CAPITOLO 5 
RISULTATI 
Dall’elaborazione dei dati, è stato ricavato il seguente numero di campioni 
(Tab.4): 
Numero di campioni 
PT 
186 I° Periodo 
228 II° Periodo 
155 III° Periodo 
aPTT 751 
Fib 744 
AT 104 
Tab.4. Numero di campioni utilizzati nello studio degli IR. 
 
La distribuzione dei vari analiti è risultata normale solo per l’ AT, per cui è 
stato analizzato con metodo parametrico; i restanti parametri, PT 
(valutata per ogni singolo periodo), aPTT e FIB invece, hanno una 
distribuzione non gaussiana e quindi analizzati con metodo non 
parametrico. 
Dopo aver eliminato gli eventuali outliers, i dati residui sono stati 
riesaminati. Nelle tabelle successive (Tab.5a-b) sono riassunti i risultati 
ottenuti e a seguire le rispettive distribuzioni (Istogrammi 1-4a-b-c). 
 
IR calcolati: aPTT, Fibrinogeno e AT 
Analita 
Numero 
campioni 
Mediana 
IR Limite 
inferiore 
(CI 90%) 
IR Limite 
superiore 
(CI 90%) 
aPTT 711 12,9 
10,5 
 (10,2 – 10,7) 
16,5 
(16.3 – 16,7) 
FIB 744 220 
128 
(126 - 129) 
334 
(328 - 334) 
AT 104 119,5 
86 
(81,70 – 90,71) 
149 
(144,74 – 153,76) 
Tab.5a. Nuovi IR calcolati con mediana e CI  
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IR calcolati per il PT nei tre periodi 
Analita 
Numero 
campioni 
Mediana 
IR Limite 
inferiore 
(CI 90%) 
IR Limite 
superiore 
(CI 90%) 
 
 
PT 
 
I 
 
186 6,4 
5,2 
(5,0 – 5,5) 
7,6 
(7,5 – 7,8) 
II 228 8,9 
6,5 
(6,23 – 6,69) 
11,3 
(11,05 – 11,51) 
 III 155 6,4 
5 
(5,0 – 5,2) 
7,6 
(7,6 – 7,8) 
Tab.5b. Risultati IR del PT con mediane e CI. 
 
 
Istogramma.1. Distribuzione dell’aPTT 
Mediana = 12,9 
IR = 10,5 – 16,5 
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Istogramma.2. Distribuzione del fibrinogeno 
 
 
Istogramma.3. Distribuzione dell’Anti-trombina 
Mediana = 119,5 
IR = 86 – 149 
Mediana = 220 
IR = 128 - 334 
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Istogramma 4a.- Distribuzione PT I°periodo (maggio 2015-ottobre 2015) 
 
 
Istogramma 4b.- Distribuzione PT II°periodo (novembre 2015-marzo 2016) 
Mediana = 6,55 
IR = 5,315 – 9,04 
Mediana = 8,9 
IR = 6,57 – 11,43 
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Istogramma 4c.- Distribuzione PT III°periodo (aprile 2016-giugno 2016) 
 
 
 
Diagramma.1. Box-Plot di confronto dei tre periodi, osservare la differenza tra I° e II° periodo e il 
III° periodo 
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Confronto IR in uso e quelli ottenuti. 
Parametro IR in uso IR calcolati Unità di misura 
PT 5,5 – 11,4 5,2 – 10,8 Sec 
aPTT 10,6 – 19,9 10,4 – 16,6 Sec 
FIB 125 - 335 127 – 330 mg/dL 
AT 91 - 147 86 – 149 % 
Tab.6. Confronto tra IR attualmente in uso nell’ODV e quelli ottenuti 
 
Il PT è stato stimato nei tre periodi: solo la distribuzione del secondo 
periodo è gaussiana. In tabella viene riportato solo l’IR del terzo periodo, 
cioè il nuovo IR del PT (il primo e secondo periodo sono stati analizzati per 
ulteriori valutazioni). 
L’aPTT ha mostrato una distribuzione non gaussiana e il suo IR risulta 
quasi sovrapponibile per quanto riguarda il limite inferiore, invece quello 
superiore è diminuito di circa 3 secondi. 
I dati del fibrinogeno hanno una distribuzione non gaussiana; l’IR ottenuto 
mostra il limite inferiore poco più alto e quello superiore moderatamente 
più basso. 
L’anti-trombina è stato l’unico analita ad avere una distribuzione 
gaussiana. Confrontando gli IR si nota che il range in uso è più ristretto 
rispetto a quello ottenuto in questo lavoro.  
 
Il confronto fra il metodo meccanico e ottico e dei due reagenti 
(PHOSPHOLINE ES 21-402 r2Diastostics e APTT ASSEL ASR03021), come 
descritto nell’analisi statistica, è stato effettuato con regressione lineare e 
test di Passing-Bablock (P-B). 
La prima tabella (Tab.7) contiene il numero di campioni analizzati per ogni 
parametro e i risultati dell’analisi con regressione lineare; in seguito i 
grafici (Diagramma 2-3-4) con le rispettive tabelle (Tab. 8-9-10) che 
mettono a confronto, per esempio, PT meccanico (PTM) e PT ottico (PTO), 
aPTTM e aPTTO e così via, si noti la distribuzione dei dati intorno alle 
proprie linee di regressione.  
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Risultati statistici ottenuti con regressione lineare 
 N° Campioni P R2 
PT 67 < 0,0001 0,9536 
aPTT 52 < 0,0001 0,9138 
FIB 66 < 0,0001 0,9598 
Tab.7. Risultati statistici, per ogni analita, ottenuti dal confronto tra metodo meccanico e ottico 
 
 
Diagramma.2. Confronto con regressione P-B con linea di regressione. 
* Linea d’identità: rappresenta la linea in cui i due metodi forniscono un risultato uguale 
 
PT Coefficiente  CI 95% 
Intercetta (A) 
Pendenza (B) 
-0,5234 
0,9874 
-0,6000  0,1097 
0,8925  1,0000 
 
Test CUSUM per la linearità – P | < 0,01 (significativo) 
Tab.8. Risultati statistici del test P-B 
 
           CI 
            Linea di regressione 
           Linea d’identità* 
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Diagramma.3. Confronto con regressione P-B con linea di regressione. 
 
 
aPTT Coefficiente  CI 95% 
Intercetta (A) 
Pendenza (B) 
-0,3277 
1,0154 
-1,2192  0,2026 
0,9737  1,0769 
 
Test CUSUM per la linearità – P | = 0,16 (non significativo) 
Tab.9. Risultati statistici del test P-B  
CI 
Linea di regressione 
Linea d’identità* 
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Diagramma.4. Confronto con regressione P-B con linea di regressione. 
 
 
PT Coefficiente  CI 95% 
Intercetta (A) 
Pendenza (B) 
-15,9787 
0,9593 
-40,6875  4,4929 
0,8980  1,0625 
 
Test CUSUM per la linearità – P | = 0,05 (significativo) 
Tab.10. Risultati statistici ottenuti con il test P-B 
 
Qui di seguito viene presentata l’analisi effettuata sui reagenti: nei primi 
dati (Diagramma 5-6. Tab. 11-12-13) vengono confrontati i singoli 
reagenti sia con il metodo meccanico che con quello ottico; inoltre si è 
voluto testare anche l’operazione inversa cioè confrontando i due metodi 
con ogni reagente (Diagramma 7a-b. Tab.14). 
Il numero di campioni, in questo caso, è uguale a quello riportato nella 
figura 5 (non è stato scartato nessun dato dalla popolazione di partenza). 
 
CI 
Linea di regressione 
Linea d’identità* 
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Parametri ottenuti con regressione lineare 
 P R2 
Diagramma 5* < 0,0001 0,8152 
Diagramma 6* < 0,0001 0,8031 
Diagramma 7* 
a < 0,0001 0,9940 
b < 0,0001 0,8869 
Tab.11. Risultati statistici 
* Diagramma 5: confronto dei due reagenti con metodo meccanico 
  Diagramma 6: confronto dei due reagenti con metodo ottivo 
  Diagramma 7°: confronto tra i due metodi per il reagente aPTT Assel 
  Diagramma 7b: confronto tra i due metodi per il reagente Phospholine ES 
 
Diagramma.5. Confronto tra i due reagenti con test P-B, utilizzando il metodo meccanico 
 Coefficiente  CI 95% 
Intercetta (A) 
Pendenza (B) 
6,3727 
0,4545 
5,3154  6,9444 
0,4222  0,5128 
 
Test CUSUM per la linearità – P | < 0,01 (significativo) 
Tab.12. Risultati statistici ottenuti con il test P-B 
CI 
Linea di regressione 
Linea d’identità* 
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Diagramma.6. Confronto tra i due reagenti con test P-B, utilizzando il metodo ottico 
 
 Coefficiente  CI 95% 
Intercetta (A) 
Pendenza (B) 
5,6925 
0,4844 
4,0571  7,2100 
0,4000  0,5714 
 
Test CUSUM per la linearità – P | = 0,02 (significativo) 
Tab.13. Risultati statistici ottenuti con il test P-B 
 
Diagrammi.7a-b. Confronto dei due metodi con aPTT Assel (a) e con Phospholine ES (b), sempre tramite test P-B. 
CI 
Linea di regressione 
Linea d’identità* 
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Diagramma  Coefficiente  CI 95% 
7a 
Intercetta (A) 
Pendenza (B) 
-0,10000 
1,0000 
-0,1714 - 1,4000 
0,9000 - 1,0048 
7b 
Intercetta (A) 
Pendenza (B) 
0,6655 
0,9195 
-0,5380 - 2,1510 
0,8431 - 0,9815 
 
Test CUSUM (7a) per la linearità – P | = 0,07 (non significativo) 
Test CUSUM (7b) per la linearità – P | = 0,04 (significativo) 
Tab.14. Risultati statistici ottenuti con il test P-B 
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CAPITOLO 6 
DISCUSSIONE  
 
Gli IR, come descritto nelle parti precedenti, sono uno strumento 
importantissimo per il veterinario per poter interpretare correttamente i 
risultati del profilo coagulativo in numerose situazioni tra cui l’analisi 
preoperatoria, coagulopatie congenite o acquisite o in corso di terapie 
anticoagulanti. [3] 
Questo lavoro nasce dall’esigenza di valutare e perfezionare i risultati (IR) 
ottenuti con lo strumento Destiny Plus™ in uso dal laboratorio di Patologia 
Clinica Veterinaria del Dipartimento di Scienze Veterinarie dell’Università 
di Pisa. Partendo da una base campionaria solida, utilizzando un elevato 
numero di campioni, e seguendo il metodo ex-novo “a posteriori” è stato 
possibile calcolare dei nuovi IR appropriati per lo strumento. I campioni 
sono stati estrapolati dal database dello stesso, per cui una serie di 
variabili, come la preparazione del campione o l’eventuale conservazione 
non sono state tenute in considerazione, in quanto lo strumento ogni 
giorno processa numerosi campioni provenienti da tutti i reparti dell’ODV e 
non viene tenuta traccia di queste informazioni. Nella maggior parte dei 
casi però i campioni sono da considerarsi uniformi poiché è utilizzato lo 
stesso tipo di provetta, viene controllato il corretto rapporto sangue-
anticoagulante ed il campione viene preparato e processato 
immediatamente; in generale, infatti per mantenere un’ottima integrità 
del campione, questo dovrebbe essere trattato entro un’ora dalla 
raccolta.[41] 
I parametri analizzati sono stati il PT, aPTT, il fibrinogeno e l’AT, principali 
elementi che costituiscono il profilo coagulativo. 
I valori di PT sono stati suddivisi in tre periodi, ricavando i rispettivi IR, e 
confrontandoli tra loro; osservando la popolazione di partenza è stato 
possibile notare un allungamento del range nel secondo periodo 
considerato, durante il quale anche gli IR del laboratorio relativi a questo 
parametro erano stati modificati. La suddivisione in periodi nella 
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valutazione del PT è stata quindi effettuata per cercare di capire se il 
motivo di quest’allungamento fosse attribuibile ad un cambio di reagente o 
di lotto o ad un’eventuale alterazione del reagente. La prima evenienza è 
stata esclusa poiché, per i controlli effettuati sul PT nel primo e nel 
secondo periodo, è stato preso in considerazione lo stesso ISI (l’utilizzo 
del sistema ISI-INR infatti permette di determinare i risultati del PT 
indipendentemente dalla tromboplastina utilizzata, come se il campione 
fosse testato direttamente con la preparazione internazionale di 
riferimento).[42] Per quanto riguarda la conservazione del reagente, la 
stabilità in media è di circa 10 giorni se conservato ad una temperatura 
stabile di 2-8°C quindi alterazioni della temperatura per un blackout, un 
monitoraggio non costante delle temperature effettive del frigo o gli sbalzi 
di temperatura, anche brevi, che il reagente deve necessariamente subire 
quotidianamente, avrebbero potuto deteriorare le caratteristiche dello 
stesso; anche questa ipotesi non è stata confermata poiché anche gli altri 
reagenti avrebbero dovuto subire le stesse alterazioni avendo condizioni 
simili di stabilità.[33][35][36][37] 
Per una corretta interpretazione del PT è fondamentale che gli IR siano 
precisi, in quanto la differenza tra il limite inferiore e quello superiore è 
minore di 6 secondi ed anche solo un lieve allungamento può evidenziare 
precocemente una carenza del fattore VII ed essere quindi utile nella 
valutazione clinica del soggetto. Il suo andamento deve essere 
costantemente monitorato ed il laboratorio deve frequentemente 
aggiustare i relativi IR, infatti, il risultato del PT, è stato dimostrato 
dipendere sia dal tipo di strumento che dal reagente ma questa variabilità 
potrebbe essere ridotta fornendo dei valori ISI per ogni combinazione 
strumento/reagente.[42][43][44][45]  
Elemento centrale di questo lavoro è stato il calcolo dei nuovi IR di PT, 
aPTT, fibrinogeno e AT. Il nuovo IR ottenuto per il PT è quasi 
sovrapponibile a quello utilizzato in precedenza nel primo periodo; la 
differenza del range è di soli 0,24 secondi. 
Il nuovo IR per l’aPTT, invece, è risultato più corto (la differenza è 
maggiore di 3 secondi), come anche il fibrinogeno (differenza di 7 mg/dL); 
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l’IR dell’AT è stato l’unico ad allungarsi, mostrando un moderato 
abbassamento del limite inferiore ed un lieve allungamento di quello 
superiore (differenza del 7%). 
Il passo successivo è stato comparare tra loro i valori dei tre periodi del 
PT: i valori del primo e del terzo periodo sono risultati quasi sovrapponibili 
mentre i dati relativi al secondo periodo mostrano valori più alti (test di 
Friedman, P<0,05) 
L’altra parte dello studio è incentrata sulle due metodi su cui si basa lo 
strumento: metodo meccanico e ottico. Tra i campioni, alcuni erano stati 
processati con entrambi i metodi ed utilizzando due diversi reagenti, (in 
questo caso la popolazione di partenza è risultata inferiore a quella 
utilizzata per il calcolo degli IR). Tramite il test di regressione lineare, è 
stato possibile confrontare le due metodiche: sono stati valutati i singoli 
parametri (PT, aPTT e Fib) sia con metodo meccanico che con quello 
ottico; entrambi i metodi hanno mostrato un coefficiente di 
determinazione poco superiore a 0.90 per cui si può dedurre che i 
parametri possono essere misurati con entrambi i metodi in quanto fra 
essi esiste una relazione significativa anche se in letteratura viene 
riportato che il metodo meccanico assegna un risultato più preciso per il 
fibrinogeno (in quanto mostra una maggiore correlazione) rispetto al PT e 
aPTT che sono meno correlati ma comunque attendibili [42] 
Utilizzando il test di Passing-Bablock, il quale risulta valido solo se vi è una 
relazione lineare fra le due variabili (Test CUSUM), in più se il valore 0 è 
compreso nell’ CI dell’intercetta e il valore 1 in quello della pendenza ne 
risulta che i due metodi sono comparabili all’interno dell’IR investigato, 
altrimenti c’è una differenza proporzionale tra i due metodi [PB]; con 
questi presupposti è scaturito che sia per il PT che per il fibrinogeno i due 
metodi sono intercambiabili invece per l’aPTT il test non ha fornito risultati 
significativi. Interpretando i grafici P-B si può notare come i vari dati si 
distribuiscano intorno alla propria linea di regressione e dentro il suo CI 
solo nel range di normalità; al di fuori di questo la loro distribuzione non è 
più lineare; osservando in particolare il grafico dell’aPTT (il test P-B risulta 
essere non significativo), la linea di regressione corrisponde quasi 
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perfettamente alla linea di identità, per cui si può dedurre, che 
nell’intervallo di normalità le due misurazioni forniscono un risultato quasi 
uguale. 
Un’ulteriore prova è stata fatta su due reagenti testati dal laboratorio. 
Prima sono stati valutati i due reagenti con metodo meccanico, 
successivamente con metodo ottico; sono stati quindi confrontati l’aPTT 
Assel meccanico con l’aPTT Assel ottico, infine Phospholine ES con metodo 
meccanico e poi con metodo ottico. In tutti questi casi, la regressione 
lineare ha mostrato una discreta significatività, cioè non vi sono particolari 
differenze nel loro utilizzo (il coefficiente di correlazione si aggira intorno a 
0,80); il test P-B invece non è risultato significativo forse a causa della 
diversa interpretazione della distribuzione dei dati dei due test. Uno studio 
effettuato su plasma umano ha dimostrato che la sensibilità del test per 
l’aPTT è legata al tipo di fosfolipidi presenti nel reagente (questi reagenti 
sono stati testati anche su plasma canino); in particolare una maggiore 
sensibilità è stata riscontrata con reagenti a base di acido ellagico estratto 
sia da cervello di coniglio che dalla soia [17][46]; anche la tromboplastina 
ricombinante ha dimostrato avere i requisiti di sensibilità e accuratezza 
diagnostica tanto da renderla idonea nella standardizzazione dei test 
PT.[47] 
I metodi sono risultati comparabili ma, in particolare nel fibrinogeno 
ottico, si notano risultati più elevati e, anche se questa procedura viene 
usata solo in caso in cui il meccanico non dia un risultato attendibile, 
sarebbe opportuno calcolare degli IR per ogni metodo, in quanto l’effetto 
della strumentazione utilizzata e delle tromboplastine sarebbe 
clinicamente significativo.[48] 
In letteratura vengono riportati diversi IR per il PT, ad esempio 13 – 19 
secondi [11], 8 – 11 secondi [49] o ancora 6,9 – 8,8 secondi [50] ed altri; 
questa forte variabilità impone la necessità di una standardizzazione degli 
strumenti e dei reagenti, in quanto sono considerate variabili che possono 
influire sul risultato del singolo paziente.[51] Per quanto riguarda i 
reagenti, diverse valutazioni eseguite su numerosi lotti di uno specifico 
reagente del PT hanno evidenziato delle differenze irrisorie tra lotti, 
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pertanto definire gli IR per specifici lotti sembra inutile o addirittura 
controindicato.[31] 
 
  
102 
 
CAPITOLO 7 
CONCLUSIONI 
Dalle analisi delle performance dello strumento il metodo meccanico è 
risultato il più efficiente rispetto a quello ottico (convalidato anche in 
letteratura) sebbene vi sia una buona correlazione tra i risultati dei due 
metodi. Anche i reagenti analizzati hanno mostrato una buona capacità di 
determinare un risultato preciso e accurato, per cui possono essere usati 
allo stesso modo (anche se sarebbe preferibile calcolare gli IR per ogni 
variabile coinvolta). 
Gli IR del cane risultati da questo studio sono: per il PT 5,0–7,6 secondi; 
per l’aPTT 10,5–16,5 secondi; per il fibrinogeno 128–334 mg/dL e infine 
per l’AT 86–149 %. 
Con i risultati ottenuti e con la bibliografia consultata sono stati raggiunti 
gli obiettivi. È stato, infatti, confermato che, per una corretta valutazione 
del profilo coagulativo bisogna considerare, oltre a tutte le informazioni 
scaturite direttamente dal paziente, anche le variabili strettamente 
correlate con la processazione del campione: strumento, metodo di 
misurazione e reagenti. 
In conclusione, visto il numero di campioni, i risultati possono essere 
considerati attendibili e sarebbe interessante per poter calcolare gli IR 
degli altri parametri del profilo coagulativo (D-Dimeri, FDP’s) e avendo a 
disposizione un numero di dati congrui estendere il lavoro anche sul gatto 
(il lavoro non è stato possibile su questa specie per la mancanza di dati 
sufficienti).  
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